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I est d'habitude facile de déterminer si quelque chose est vivant 
où non, En effet, les organismes vivants ont beaucoup de proprié- 
tés communes, telles que la capacité de récupérer de l'énergie à 
partir d'aliments pour assurer leurs différentes fonctions, la possi- 
bilité de s'adapter rapidement à des changements dans leur envi- 
ronnement, la faculté de croître, de se différencier et — peut-être 
ce qu'il y a de plus parlant — de se reproduire. Bien sûr, un orga- 
nisme donné peut ne pas présenter toutes ces caractéristiques. Par 
exemple, les mules, qui sont bien vivantes, ne se reproduisent que 
rarement. Inversement, la matière inanimée peut présenter cer- 
tuines propriétés du vivant, C'est le cas des cristaux, susceptibles 
d'augmenter de volume lorsqu'on les immerge dans une solution 


vie 


d'autres phénomènes complexes, est sans doute impossible à défi- 
nir de façon précise, Norman Horowitz a cependant proposé trois 
critères pratiques pour reconnaître les systèmes vivants : réplica- 
tion, catalyse et mutabilité. Une grande partie de cet ouvrage 
explique comment les êtres vivants assurent ces fonctions. 

La biochimie est l'étude de la vie à l'échelle moléculaire. Cette 
étude sera d'autant plus intéressante qu'elle porte sur la biologie 
des organismes, voire même des populations de tels organismes. 
Ce chapitre d'introduction commence donc par une étude som- 
maire du monde vivant, Suivront un examen succinct des grandes 
lignes de la biochimie, puis une discussion sur les origines de la 
vie et, finalement, une introduction à la littérature biochimique. 


1 M LES PROCARYOTES 


On sait depuis longtemps que la vie est fondée sur des unités mor- 
phologiques appelées cellules. La formulation de ce concept est 
généralement attribuée à une publication de 1838 de Matthias 
Schleiden et Theodor Schwann, mais ses origines découlent sans 
doute des observations faites au dix-septième siècle par les pre- 
miers microscopistes tels que Robert Hooke, On distingue deux 
grandes catégories de cellules : les eucaryotes (du grec eu, bien ou 
vrai et karyon, amande ou noix), qui ont un noyau délimité par une 
membrane qui renferme leur ADN (acide désoxyribonucléique), 
et les procaryotes (du grec pro, avant), qui sont dépourvus de 
noyau. Les procaryotes, qui comprennent les différents types de 
bactéries, ont une structure relativement simple et sont toujours 
unicellulaires (bien qu'ils puissent former des filaments ou des 
colonies de cellules indépendantes). On estime qu'ils représentent 
à peu près la moitié de la biomasse de notre planète. Les euca- 
ryotes, qui peuvent être multicellulaires ou unicellulaires, sont 
beaucoup plus complexes que les procaryotes. (Les virus, qui sont 
des entités plus simples que les cellules, ne sont pas classés comme 
organismes vivants, car ils sont dépourvus de la machinerie méta- 
bolique qui leur permettrait de se reproduire hors de leur cellule 
hôte, Ce sont essentiellement des agrégats moléculaires de grande 
taille.) Dans cette section, nous étudierons les procaryotes. La sec- 
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A. Morphologie et fonctions 


Les procaryotes sont les organismes les plus nombreux et les plus 
répandus sur Terre. Ceci parce que leurs métabolismes différents 
et souvent très adaptables leur permettent de vivre dans une variété 
considérable d'habitats. Outre la possibilité qu'ils ont de vivre 
dans notre environnement familier tempéré et oxygéné, certains 
types de bactéries peuvent se développer dans des conditions de 
vie hostiles aux eucaryotes, ou même exiger ces conditions, telles 
que des environnements chimiques défavorables, des températures 
élevées (jusqu'à 113 °C) ou encore l'absence d'oxygène. De plus, 
la vitesse de reproduction rapide des procaryotes (au mieux 
< 20 minutes pour une division cellulaire dans la plupart des 
espèces) leur permet de mettre à profit des conditions de vie 
momentanément favorables. Inversement, la possibilité pour beau- 
coup de bactéries de former des spores résistantes leur permet de 
survivre dans des conditions hostiles. 


a. Les procaryotes ont une anatomie relativement simple 
Les procaryotes, observés pour la première fois en 1683 par 
l'inventeur du microscope, Antoine van Leeuwenhoek, ont une 
taille généralement comprise entre 1 et 10 um, On distingue trois 
formes typiques (Fig. 1-1): sphéroïdale (coques), en bâtonnet 
(bacilli), ou enroulée en hélice (spirilles), mais ils présentent tous 
la même disposition générale (Fig. 1-2), Les procaryotes sont déli- 
mités, comme toutes les cellules, par une membrane cellulaire 
(membrane plasmique) d'une épaisseur d'environ 70 À constituée 
d'une bicouche lipidique dans laquelle sont enchâssées des pro- 
téines. Celles-ci contrôlent l'entrée et la sortie de molécules et 
catalysent un certain nombre de réactions. La membrane plas- 
mique de la plupart des procaryotes est entourée d'une paroi cel- 
lulaire rigide polysaccharidique dont l'épaisseur varie de 30 à 
250 À et dont le rôle essentiel est de protéger la cellule de lésions 
mécaniques et d'empêcher son éclatement si la pression osmotique 
du milieu est inférieure à la pression osmotique intracellulaire. 
Certaines bactéries s'enrobent en plus dans une capsule gélati- 
neuse polysaccharidique qui les protège des moyens de défense 
des organismes supérieurs. Bien que les procaryotes ne contien- 
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FIGURE 1-1 Dessins à l'échelle de quelques cellules procaryotes. 


nent pas les organites subcellulaires membranaires caractéristiques 
des eucaryotes (Section 1-2), leur membrane plasmique peut se 
replier pour donner des structures multicouches appelées méso- 
somes. On pense que les mésosomes sont le siège de la réplication 
de l'ADN ainsi que d'autres réactions enzymatiques particulières. 

Le cytoplasme des procaryotes (contenu cellulaire) n'a rien à 
voir avec une soupe homogène. Son unique chromosome (la 
molécule d'ADN, qui peut être présente en plusieurs copies dans 
le cas d'une cellule en croissance rapide) se trouve condensé pour 
former un corpuscule appelé nucléoïde. Le cytoplasme contient 
également de nombreux types d'ARN (acide ribonucléique), une 
collection d'enzymes solubles (protéines qui catalysent des réac- 


(a) 


(b) 


FIGURE 1-3 Micrographies électroniques de cellules d'E, coli 

(a) Colorées pour montrer la structure interne [CNRI] : (b) Colorée pour 
révéler les flagelles et les pili, [Avec La permission de Howard Berg, Har- 
vard University.] 


tions spécifiques) et plusieurs milliers de particules d'un diamètre 
de 250 À appelées ribosomes, sièges de la synthèse protéique. 
De nombreuses bactéries présentent un ou plusieurs appendices 
en forme de fouet appelés flagelles, qui servent au déplacement. 
Certaines bactéries portent aussi des projections filamenteuses 
appelées pili. Certains pili servent de conduits pour l'ADN lors de 
la conjugaison sexuelle (un processus au cours duquel l'ADN est 


TABLEAU 1-1 Composition moléculaire de E. coli 


Constituant 
H,D 70 
Protéine 15 
Acides nucléiques : 

ADN 

ARM 
Polysaccharides et précurseurs 
Lipides et précurseurs 


Pourcentage en poids 


Autres petites molécules organiques 
lons inorganiques 


Source : Watson, J.D., Molecular Biology of the Gene (3° éd.), p. 69, 
Psarbarrin (1076) 
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transféré d'une cellule à une autre ; les procaryotes se reproduisent 
généralement par division binaire), d'autres aident la bactérie à se 
fixer aux cellules de l'organisme hôte. 

La bactérie Escherichia coli (en abrégé E, coli et ainsi appelée 
d'après celui qui l'a découverte, Theodor Escherichs) est l'orga- 
nisme le mieux caractérisé au point de vue biologique, en raison 
du nombre de travaux biochimiques et génétiques qui lui furent 
consacrés au cours des soixante dernières années. À vrai dire, une 
bonne partie de ce manuel a trait à la biochimie d'E. coli, Les cel- 
lules de cet habitant courant du colon des mammifères supérieurs 
(Fig. 1-3) sont typiquement des bâtonnets de 2 um de long et 
d'1 jm de diamètre et elles pèsent -2 x 102 g. L'ADN de cette 
bactérie a une masse moléculaire de 2,5 x 10° daltons (Da)* et 
code 4300 protéines (dont seulement -60 à 70 % ont été identi- 
fées), bien qu'on n'en trouve simultanément que -2600 dans une 
cellule donnée. Dans l'ensemble, E. coli contient de 3000 à 6000 
types de molécules différentes, dont des protéines, des acides 
nucléiques, des polysaccharides, des lipides et une grande variété 
de petites molécules et d'ions (Tableau 1-1). 


b. Les procaryotes utilisent plusieurs sources d'énergie 

métabolique 

Les besoins nutritionnels des procaryotes sont extrêmement 
variés. Les autotrophes (du grec autos, soi-même et rrophos, qui 
nourrit) peuvent synthétiser tous leurs constituants cellulaires à 
partir de molécules simples telles que H,0, CO, NH, et H,S. Bien 
sûr, ils ont besoin d’une source d'énergie pour assurer ces syn- 
thèses ainsi que leurs autres fonctions. Les chimiolithotrophes 
(du grec lithos, pierre) tirent leur énergie de l'oxydation de com- 
posés organiques tels que NH,, H,S ou même Fe* : 


2 NH, + 40, — 2 HNO, + 2 H,0 
H,S + 2 0, — H,SO, 
4 FeCO, + O, + 6 H,0 — 4 Fe(OH), + 4 CO, 


De fait, des études récentes ont révélé l'existence de vastes colo- 
nies de chimiolithotrophes à croissance extrémement lente, qui 
vivent jusqu'à 5 kilomètres de profondeur et dont la biomasse riva- 
lise avec celle des organismes de surface. 

Les photoautotrophes sont des autotrophes qui tirent leur 
énergie de la photosynthèse (Chapitre 24), un processus par lequel 
l'énergie lumineuse assure le transfert, sur le CO, , d'électrons de 
donneurs inorganiques pour former des glucides [(CH,0),]. 

Dans la forme la plus courante de photosynthèse, le donneur 
d'électrons de la réaction dépendant de la lumière est l'eau : 


nCO, + nH,0 — (CH,0), + nO, 


Ce processus est utilisé chez les cyanobactéries autrefois appelées 
algues bleues (par ex., les organismes visqueux de couleur verte 
qui se développent sur les parois des aquariums), ainsi que chez 


*La masse moléculaire peut être exprimée en daltons, un dalton étant égal au 1/12 
de la masse de l'atome de l2C [unité de masse atomique (uma)}. Cette quantité peut 
également s'exprimer en termes de poids moléculaire, quantité sans dimesision, 
égale au rapport de La masse de la particule sur le 1/12° de la masse de l'atome de 
BC et symbolisée par M, (pour masse moléculaire relative). Dans ce manuel, nous 
donnerons plutôt la masse moléculaire (en kD, pour milliers de daltons) que le 
nice moléculaire d'une narticule 
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les plantes. On pense que cette forme de photosynthèse est proba- 
blement à l'origine de l'oxygène qui se trouve dans l'atmosphère 
terrestre, Certaines espèces de cyanobactéries ont la possibilité de 
transformer l'azote atmosphérique en composés organiques azotés. 
Cette propriété de fixation de l'azote fait de ces organismes ceux 
qui assurent leurs besoins nutritionnels de la façon la plus élé- 
mentaire : mis à part leur besoin de petites quantités de minéraux, 
ils peuvent littéralement vivre de lumière solaire et d'air. 

Sous une forme plus primitive de la photosynthèse, des molé- 
cules telles que H,, HS, le thiosulfate ou des composés organiques 
sont des donneurs d'électrons dans des réactions exigeant la 
lumière telles que : 


nCO, + 2nH,S — (CH,0), + nH,0 + 218 


Les bactéries photosynthétiques pourpres ou vertes qui utilisent 
ce processus peuvent vivre dans des habitats sans oxygène tels que 
des mares boueuses peu profondes où HS se forme suite à la pour- 
riture de matière organique. 

Les hétérotrophes (du grec heteros, autre) tirent leur énergie 
de l'oxydation de composés organiques et donc se trouvent finale- 
ment dépendants des autotrophes pour la fourniture de ces com- 
posés. Les aérobies obligatoires (dont les animaux) doivent utili- 
ser l'oxygène, tandis que les anaérobies utilisent des agents 
oxydants comme le sulfate (bactéries sulfato-réductrices) ou le 
nitrate (bactéries dénitrifiantes). Beaucoup d'organismes peuvent 
dégrader partiellement différents composés organiques grâce à des 
mécanismes d'oxydo-réduction intramoléculaires appelés fermen- 
tations. Les anaérobies facultatifs tels qu'Æ. coli peuvent vivre 
avec ou sans oxygène. Les anaérobies obligatoires, au contraire, 
sont empoisonnés par l'oxygène, On pense que leurs métabolismes 
sont proches du métabolisme des premières formes de vie (il y a 
environ 3,8 milliards d'années, lorsque l'atmosphère terrestre ne 
contenait pas d'oxygène : voir Section 1-$B). Quoi qu'il en soit, il 
y a peu de composés organiques qui ne puissent être métabolisés 
par un procaryole. 


B. Classification des procaryotes 


Les méthodes classiques de la taxonomie (science de la classifi- 
cation biologique), qui utilisent essentiellement les comparaisons 
anatomiques entre organismes contemporains et fossiles, sont pra- 
tiquement inutilisables pour les procaryotes. En effet, les structures 
cellulaires relativement simples des procaryotes, y compris celles 
des bactéries les plus anciennes comme le montrent leurs restes 
microfossiles, n'apportent que peu de renseignements sur leurs 
relations  phylogéniques (phylogenèse: développement des 
espèces au cours de l'évolution). Ce problème se trouve accentué 
par le fait qu'il existe peu de corrélations chez les procaryotes 
entre morphologie et fonction métabolique. De plus la définition, 
propre aux eucaryoles, d'une espèce comme étant une population 
d'individus capable de se reproduire entre eux, n’a aucun sens 
chez les procaryotes dont la reproduction est asexuée. Par consé- 
quent, les schémas conventionnels de classification des proca- 
ryotes sont plutôt arbitraires et ne peuvent faire état des relations 
phylogéniques que l'on trouve dans les schémas de classification 
des eucaryotes (Section 1-2B). 

Selon le schéma le plus classique, les procaryotes (appelés 
aussi monères) peuvent appartenir à deux groupes : les cyanobac- 


téries et les bactéries. Ces dernières sont divisées en 19 sous- 
groupes en fonction de la variété de leurs caractéristiques propres, 
notamment la structure de la cellule, leur comportement métabo- 
lique et leurs propriétés de coloration. 

Un schéma de classification plus simple, qui repose sur les pro- 
priétés de la paroi cellulaire, permet de ranger les procaryotes en 
trois types principaux : les mycoplasmes, les bactéries Gram 
positif et les bactéries Gram négatif. Les mycoplasmes n’ont pas 
la paroi cellulaire rigide des autres procaryotes. Ce sont les plus 
petites de toutes les cellules vivantes (leur diamètre ne fait que 
0,12 pm, Fig. 1-1) et elles n'ont que 20 % environ de l'ADN 
d'E. coli. Cette quantité d'information génétique représente proba- 
blement le minimum nécessaire à l'élaboration de la machinerie 
métabolique indispensable à la vie cellulaire. Les bactéries Gram 
positif et Gram négatif se distinguent selon qu'elles retiennent ou 
non le colorant de Gram (procédé mis au point en 1884 par Chris- 
tian Gram, qui consiste à fixer les cellules par la chaleur, à les trai- 
ter successivement par le cristal violet et par l'iode, puis à les déco- 
lorer par l'éthanol ou l'acétone). Les bactéries Gram négatif 
possèdent autour de leur paroi cellulaire une membrane externe 
complexe qui exclut le colorant de Gram, alors que cette membrane 
fait défaut chez les bactéries Gram positif (Section 11-3B). 

La mise au point, ces dernières décennies, de techniques de 
détermination des séquences d'acides aminés des protéines (Sec- 
tion 7-1) et des séquences de bases des acides nucléiques (Sec- 
tion 7-2A) a apporté de nombreuses informations sur les relations 
phylogéniques entre organismes. Ces techniques permettent d'uti- 
liser ces relations sur une base quantitative, et ainsi d'élaborer un 
système de classification des procaryotes fondé sur des données 
phylogéniques. 

D'après l'analyse des séquences d'ARN ribosomial, Carl 
Woese a montré qu'un groupe de procaryotes, qu'il a appelées 
Archaea (également connues sous le nom d'Archébactéries), 
semblait aussi éloigné des autres procaryotes, les Bacteria (égale- 
ment appelées Eubactéries), que ces deux groupes le sont des 
Eucarya (les Eucaryotes). On a d'abord cru que les Archaea cor- 
respondaient à trois types différents d'organismes insolites: les 
méthanogènes, anaérobies obligatoires qui produisent du méthane 
(gaz des marais) grâce à la réduction du CO, par l'H,; les halo- 
bactéries qui ne peuvent vivre que dans des eaux saumâtres (> 2M 
NaC1) ; et certains thermoacidophiles, organismes qui vivent dans 
des sources d'eau chaude acide (-90°C et pH < 2). D'après des 
données récentes, cependant, -40% des micro-organismes des 
océans sont des Archaca, ce qui en ferait la forme de vie la plus 
abondante sur Terre. 


Compte tenu d'un certain nombre de propriétés biochimiques 
fondamentales différentes chez les Archaea, les Bacteria et les 
Eucarya, mais qui sont communes au sein de chacun de ces 
groupes, Woese a proposé que ces groupes d'organismes consti- 
tuent les trois règnes fondamentaux ou domaines de l’évolution 
du vivant (au lieu de la division classique entre procaryotes et 
eucaryotes). Cependant, des travaux ultérieurs sur les séquences 
d'ADN ont révélé que les Eucarya ont avec les Archaea des simi- 
litudes de séquence qu'ils ne partagent pas avec les Bacteria. De 
toute évidence, les Archaea et les Bacteria proviennent de la bifur- 
cation d'une même forme de vie primitive, après quoi les Eucarya 
divergèrent des Archaea, comme le montre l'arbre phylogénique 
de la Fig. 1-4. 
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Eucarya FIGURE 1-4 L'arbre phylogénique. Cet 
Animaux « arbre généalogique » montre les relations évo- 
Arct lutives au sein des trois règnes fondamentaux 
Vase qui regroupent tous les êtres vivants, La racine 
Moliiéeutes Penons de l'arbre correspond à l'ancêtre commun de 
Bacteria Plantes toutes les formes de vie sur Terre. {D'après 
Ciliés Wheelis, M.L., Kandler, O.. and Woese, CR. 
Halophiles Proc, Nail, Acad. Sci. 89, 2931 (1992), 
Bactéries Gram positif sam : ; 
Bactéries pourpres 
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2 B LES EUCARYOTES 


Les cellules eucaryotes ont généralement un diamètre compris 
entre 10 et 100 pm, soit un volume mille à un million de fois supé- 
rieur à celui des procaryotes typiques. Toutefois, ce qui caractérise 
le mieux la cellule eucaryote ce n'est pas la taille, mais le fait 
qu'elle contient une multitude d'organites fermés par une mem- 
brane, chacun ayant une fonction spécialisée (Fig. 1-5). En fait, la 
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FIGURE 1-5 Représentation schématique d’une cellule animale avec 
les micrographies électroniques de ses organites. [Noyau : Tetkoff- 
Rhône-Mérieux, CNRI/Photo Researchers ; réticulum endoplasmique 
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structure et les fonctions des eucaryotes sont plus complexes que 
celles des procaryotes, à tous les niveaux d'organisation et ce, 
depuis le niveau moléculaire, 

Les eucaryotes et les procaryotes se sont développés selon des 
stratégies évolutives fondamentalement différentes. Les proca- 
ryotes ont tiré parti de la simplicité et de la miniaturisation : leur 
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UCLAF/CNRL/Photo Researchers ; réticulum endoplasmique lisse : David 
M.Phillips/Visuals Unlimited ; mitochondries : CNRI/Photo Researchers ; 
lysosome : Biophoto Associates/Photo Researchers.] 
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FIGURE 1-6 Dessin par T.A. Bramley, in Carlile, M.. Trends Biochem. Sci. 7, 128 (1982). [Copyright 


© Elsevier Biomedical Press, 1982, avec permission.] 


vitesse de croissance rapide leur permet d'occuper des niches éco- 
logiques sujettes à des variations considérables quant aux nutri- 
ments disponibles. Au contraire, la complexité des eucaryotes, res- 
ponsable de leur plus grande taille et de la lenteur de leur 
développement si on les compare aux procaryotes, leur donne la 
supériorité dans des environnements stables où les ressources sont 
limitées (Fig. 1-6). C'est donc une erreur de considérer les proca- 
ryotes comme des organismes plus primitifs, sur le plan évolutif, 
que les eucaryotes. Ces deux types d'organismes se sont en fait 
bien adaptés à leurs styles de vie respectifs. 

Le premier microfossile d'eucaryote connu date d'environ 
1,4 milliard d'années, soit 2,4 milliards d'années après l'apparition 
de la vie. D'où l'idée classique que les eucaryotes sont issus d’un 
procaryote particulièrement évolué, probablement un mycoplasme. 
Toutefois, les différences entre eucaryotes et procaryotes modernes 
sont telles que cette hypothèse est improbable. Peut-être les pre- 
miers eucaryotes qui, selon Woese, seraient issus d'une forme de 
vie primitive, n'étaient-ils pas très performants et étaient donc 
rares. C'est seulement après s'être pourvus de quelques-uns des 
organites complexes décrits dans la section suivante qu'ils seraient 
devenus assez courants pour donner des restes fossiles significa- 
tifs. 


A. Architecture cellulaire 


Les cellules eucaryotes, comme les procaryotes, sont limitées par 
une membrane plasmique. À cause de leur grande taille, les rap- 
ports surface/volume des cellules eucaryotes sont beaucoup plus 


mobs, muse morcebe Ab se SO RS RS A mn 


portionnelle au carré du rayon, tandis que son volume est pro- 
portionnel au cube du rayon). Cette contrainte géométrique, et le 
fait que beaucoup d'enzymes indispensables sont associées à des 
membranes, explique en partie la présence de grandes quantités 
de membranes intracellulaires chez les eucaryotes (la membrane 
plasmique représente moins de 10% des membranes d'une cel- 
lule eucaryote). Étant donné que tout ce qui entre ou sort d’une 
cellule doit, d'une manière ou d'une autre, traverser sa membrane 
plasmique, la surface de beaucoup de cellules eucaryotes est aug- 
mentée par la présence de nombreuses projections et/ou invagi- 
nations (Fig. 1-7). De plus, certaines parties de la membrane 
plasmique forment souvent des invaginations intemes par un 
mécanisme appelé endocytose, si bien que la cellule englobe des 
portions du milieu extérieur. Ainsi, les cellules eucaryotes peu- 
vent engloutir et digérer des particules alimentaires comme les 
bactéries, alors que les procaryotes ne peuvent absorber que de 
simples molécules nutritives. Le contraire de l’endocytose, méca- 
nisme appelé exocytose, est un mécanisme de sécrétion courant 
chez les eucaryotes. 


a. Le noyau contient l'ADN de la cellule 

Le noyau, organite le plus remarquable de la cellule eucaryote, 
est le lieu de stockage de son information génétique. Cette infor- 
mation est codée dans la séquence des bases des molécules d'ADN 
qui constituent les chromosomes, dont le nombre est caractéris- 
tique de chaque espèce. Les chromosomes sont constitués de chro- 
matine, un complexe d'ADN et de protéines. La quantité d’infor- 
mation génétique contenue chez les eucaryotes est considérable ; 
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FIGURE 1-7 Micrographie électronique à balayage d'un fibroblaste. 
[Avec la permission de Guenther Albrecht-Buehler, Northwestem Univer- 


sity.] 


qu'E. coli (par analogie avec les termes qui définissent la mémoire 
des ordinateurs, le génome (équipement génétique) de chaque cel- 
lule humaine équivaut à 800 mégabits d'information — soit envi- 
ron 200 fois pluss que n'en contient cet ouvrage). Dans le noyau, 
l'information génétique codée par l'ADN est transcrite en molé- 
cules d'ARN (Chapitre 31) qui, après de profondes modifications, 
seront transportées dans le cytoplasme (contenu de la cellule euca- 
ryote moins le noyau) où elles vont diriger la synthèse protéique 
au niveau des ribosomes (Chapitre 32). L'enveloppe nucléaire est 
constituée d’une double membrane perforée de nombreux pores 
d'environ 90 À de diamètre, dont le rôle est de réguler les flux 
d'entrée et de sortie des protéines et de l'ARN entre le noyau et le 


cytoplasme. 


Le noyau de la plupart des cellules eucaryotes contient au 
moins un dense en microscopie électronique, appelé 
nucléole, lieu d'assemblage des ribosomes. Celui-ci contient les 
segments de chromosomes porteurs de gènes en copies multiples 
codant les ARN ribosomiaux, Ces gènes sont transcrits dans le 
nucléole et les ARN ainsi synthétisés s'associent aux protéines 
ribosomiales importées depuis leur lieu de synthèse dans le cyto- 
sol (le cytoplasme moins les organites membranaires), Les ribo- 
somes immatures résultants sont alors exportés dans le cytosol, où 
leur assemblage est achevé. La synthèse protéique ne peut donc 
avoir lieu que dans le cytosol. 


b. Le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi 
assurent les modifications des protéines membranaires 
et des protéines sécrétées 


La structure membranaire la plus importante de la cellule, 
découverte en 1945 par Keith Porter, forme un compartiment en 
labyrinthe appelé réticulum endoplasmique. Une grande partie 
de cet organite, appelé réticulum endoplasmique rugueux, est 
garnie de ribosomes qui sont impliqués dans la synthèse des pro- 
téines liées aux membranes ou destinées à être sécrétées. Le réti- 
culum endonlasmiaue lisse aui n'est nas axçocié à des riho- 
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somes, est le siège de la synthèse des lipides. La plupart des molé- 
cules synthétisées dans le réticulum endoplasmique sont ensuite 
transportées vers l'appareil de Golgi (Camillo Golgi fut le pre- 
mier à décrire cette structure en 1898), un empilement de vésicules 
membraneuses aplaties dans lesquelles ces molécules poursuivent 
leur maturation (Section 23-3B), 


c. Les mitochondries sont le siège du métabolisme oxydatif 


Les mitochondries (du grec mitos, fil et chondros, granule) 
sont le siège de la respiration cellulaire (métabolisme aérobie) 
chez presque tous les eucaryotes. Ces organites cytoplasmiques, 
qui sont suffisamment grands pour avoir été découverts par les 
cytologistes du dix-neuvième siècle, varient en taille et en forme 
mais sont généralement ellipsoïdes avec des dimensions de l'ordre 
de 1 X 2 um — comparables à celles des bactéries. Une cellule 
eucaryote type contient environ 2000 mitochondries, ce qui cor- 
respond grosso modo au cinquième du volume total de la cellule. 

Par examen en microscopie électronique, George Palade et 
Fritjof Sjüstrand furent les premiers à montrer que la mitochon- 
drie présente deux membranes: une membrane externe lisse et 
une membrane interne fortement plissée formant des invagina- 
tions appelées crêtes. Les mitochondries ont donc deux compar- 
timents, l'espace intermembranaire et, à l'intérieur, la matrice 
dont la consistance est proche de celle d'un gel. Les enzymes 
qui catalysent les réactions de la respiration se trouvent soit dans 
la matrice, soit dans la membrane interne mitochondriale. Ces 
enzymes assurent le couplage entre l'oxydation de nutriments 
productrice d'énergie et la synthèse de l'adénosine triphosphate 
(ATP ; Section 1-3B et Chapitre 22), laquelle nécessite un apport 
d'énergie. L'adénosine triphosphate, après avoir été exporté dans 
le reste de la cellule, constitue le carburant des différents méca- 
nismes consommateurs d'énergie. 

L'identité de taille et de forme n'est pas le seul critère de res- 
semblance entre mitochondrie et bactérie. La matrice des mito- 
chondries contient un ADN qui leur est propre, de l'ARN, et des 
ribosomes qui permettent la synthèse de plusieurs des constituants 
mitochondriaux. De plus, elles se reproduisent par division binaire, 
et le mécanisme de respiration qu'elles assument ressemble éto- 
namment à celui des bactéries aérobies modernes. Ces observa- 
tions ont conduit à l'hypothèse, formulée par Lynn Margulis et 
maintenant largement admise, selon laquelle les mitochondries 
seraient issues de bactéries aérobies Gram négatif, libres à l'ori- 
gine, et qui auraient établi une symbiose avec un eucaryote anaé- 
robie primitif, Les nutriments fournis par l'eucaryote et consom- 
més par les bactéries se trouvaient vraisemblablement 
«remboursés » plusieurs fois grâce au métabolisme oxydatif très 
efficace que ces bactéries conféraient à l'eucaryote. Cette hypo- 
thèse est confortée par la découverte qu'une amibe, Pelomyxa 
pelustris, un des rares eucaryotes dépourvus de mitochondries, 
abrite en permanence des bactéries aérobies assurant une telle rela- 
tion symbiotique. 


d. Les lysosomes et les peroxysomes sont des réservoirs 
d’enzymes de dégradation 
Les lysosomes, découverts en 1949 par Christian de Duve, sont 
des organites limités par une simple membrane. Leur taille et leur 
morphologie sont variables, bien que leur diamètre moyen soit de 
O1 à O8 um Les lvsosomes sont essentiellement des sacs mem- 


10 Chapitre 1, La vie 


braneux remplis de nombreux types d'enzymes d'hydrolyse, Ils 
assurent la dégradation de produits amenés par endocytose ainsi 
que le recyclage de composants cellulaires (Section 32-6). Des 
recherches cytologiques ont montré que les lysosomes se forment 
par bourgeonnement de l'appareil de Golgi. 

Les peroxysomes (appelés parfois microcorpuscules) sont des 
organites fermés par une membrane et dont le diamètre est de 
0,5 um, Ils contiennent des enzymes d'oxydation. Les peroxy- 
somes doivent leur nom au fait que certaines réactions peroxyso- 
miales produisent du peroxyde d'hydrogène (H,0,), molécule 
réactive qui peut être utilisée dans l'oxydation enzymatique 
d'autres molécules, ou dégradée via une réaction de dismutation 
catalysée par la catalase : 


2 H,0, — 2 H,0 +0, 


On pense que le rôle des peroxysomes est de protéger les com- 
posants de la cellule de l'attaque oxydative par H,0,. Les peroxy- 
somes, tout comme les mitochondries, se forment par simple divi- 
sion, et on admet qu'ils ont également une origine bactérienne. 
Certaines plantes contiennent un type particulier de peroxysome, 
le glyoxysome, ainsi appelé car siège d'une série de réactions qui 
constituent ce qu'on appelle la voie du glyoxylate (Section 23-2), 


e. Le cytosquelette organise le cytosol 

Le cytosol, loin d'être une solution homogène, est un gel très 
organisé dont la composition peut varier d'une région à l'autre de 
la cellule. Une bonne part de sa variabilité interne est due à l'ac- 
tion du cytosquelette, vaste réseau de filaments qui confère à la 
cellule sa forme et la faculté de se déplacer, et qui assure la dis- 
position et les mouvements de ses organites (Fig. 1-8). 

Les composants les plus remarquables du cytosquelette sont les 
microtubules, d'un diamètre de -250 À et constitués d'une pro- 


téine, la tubuline (section 35-3F). Ils forment l'ossature de soutien 
qui guide les mouvements des organites dans la cellule. Par 
exemple, le fuseau mitotique est un assemblage de microtubules 
et de protéines associées, qui permet la séparation des chromo- 
somes au cours de la division cellulaire. Les microtubules sont 
également les principaux constituants des cils, appendices sem- 
blables à des cheveux qui prolongent de nombreuses cellules et 
assurent, par fouettement, le mouvement du liquide environnant la 
cellule ou la propulsion d'organismes unicellulaires dans leur 
milieu, Les cils très longs, comme la queue des spermatozoïdes, 
sont appelés flagelles (les flagelles des procaryotes, constitués de 
la protéine flagelline, sont tout à fait différents et n'ont aucune 
relation avec ceux des eucaryotes). D'après des données récentes, 
les cils proviendraient eux aussi de bactéries autrefois libres — 
peut-être les spirochètes. 


Les microfilaments sont des fibres d'environ 90 À de diamètre 
constituées de la protéine appelée actine. Comme les microtu- 
bules, les microfilaments ont une fonction de soutien mécanique. 
De plus, en interagissant avec la protéine myosine, les microfila- 
ments forment des assemblages contractiles à l'origine de beau- 
coup de mouvements intracellulaires tels que les flux cytoplas- 
miques et la formation de protubérances ou d’invaginations 
cellulaires. Notons, et ceci est important, que l'actine et la myo- 
sine sont les constituants protéiques principaux du muscle (Sec- 
tion 35-3A). 


Les troisièmes composants principaux du cytosquelette sont les 
filaments intermédiaires, fibres protéiques de 100 à 150 À de dia- 
mètre, Leur abondance dans les régions de la cellule soumises à 
des contraintes mécaniques suggère qu'ils ont un rôle de soutien 
structural. Par exemple, la peau des animaux supérieurs contient 
un vaste réseau de filaments intermédiaires constitués de la pro- 
téine kératine (Section 8-2A), laquelle est en grande partie res- 


FIGURE 1-8 Micrographie par immu- 
nofluorescence pour révéler le cyto- 
squelette. Les cellules ont été marquées 
avec des anticorps fluorescents dirigés 
contre (a) la tubuline, (b) l'actine, (c) la 
kératine, (4) la vimentine (une protéine 
constituante d'une catégorie de filaments 
intermédiaires). [a et d': K.G. 
Munti/Visuals Unlimited ; b: M. 
Schliwa/Visuals Unlimited ; c : avec la 
permission de Mary Osbom, Max-Planck 
Institut für Molecular Biologie, Alle- 


ponsable de la résistance de ce revêtement extérieur protecteur, 
Contrairement aux microtubules et microfilaments, les filaments 
intermédiaires sont constitués de protéines très variables en taille 
et en composition, qu'il s'agisse des différents types cellulaires 
d'un même organisme ou de types cellulaires correspondants chez 
des organismes différents. 


f. Les cellules végétales sont entourées de parois 
cellulaires rigides 

Les cellules végétales (Fig. 1-9) possèdent tous les organites 
décrits ci-dessus. Elles ont, en plus, d'autres caractéristiques, la 
plus marquante étant une paroi cellulaire rigide qui recouvre la 
membrane plasmique. Cette paroi cellulaire, dont le principal com- 
posant est un polysaccharide fibreux, la cellulose (Section 11-2C), 
assure la solidité structurale des plantes. 

Une vacuole est un espace limité par une membrane et rempli 
de liquide. Bien que l'on trouve des vacuoles dans les cellules ani- 
males, elles sont surtout abondantes dans les cellules végétales, où 
elles occupent classiquement 90% du volume d'une cellule 
mature, Les vacuoles servent de réserve pour les nutriments, les 
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déchets et des substances particulières telles que les pigments. La 
concentration relativement élevée de solutés dans une vacuole 
végétale provoque un afflux d'eau par osmose, d'où une augmen- 
tation de sa pression interne, Cet effet, ainsi que la résistance de la 
paroi cellulaire à l'éclatement, sont en grande partie responsables 
de la turgescence rigide des plantes non ligneuses. 


g. Les chloroplastes sont le siège de la photosynthèse 

chez les plantes 

L'une des caractéristiques les plus importantes des plantes est 
leur faculté d'assurer la photosynthèse. Le siège de la photosyn- 
thèse est un organite appelé chloroplaste. Celui-ci, bien que plu- 
sieurs fois plus grand qu'une mitochondrie, lui ressemble par la 
présence d'une membrane interne et d'une membrane externe. De 
plus, l'espace limité par la membrane interne du chloroplaste, le 
stroma, ressemble à la matrice mitochondriale dans la mesure où il 
contient de nombreuses enzymes solubles. Cependant, la mem- 
brane interne du chloroplaste ne se plisse pas en crêtes. En fait, le 
stroma entoure un troisième système membraneux qui forme des 
empilements, reliés entre eux, de sacs en forme de disques appelés 


FIGURE 1-9 Dessin d'une cellule végétale avec les micrographies 
électroniques de ses organites. [Plxsmodesme : avec la permission de 
Hilton Mollenhauer, USDA ; noyau : avec la permission de Myron Led- 
hetter Bmmokhaven National Euhoratorv: anouwreil de Goloi: avec La ner 


mission de W. Gordon Whaley, University of Texas : chloroplaste : avec 
la permission de Lewis Shumway, College of Eastern Utah: amyloplaste : 
Biophoto Associates : réticulum endoplasmique : Biophoto 
Associates/Photo Researchers. | 
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thylacoïdes. Ceux-ci contiennent le pigment photosynthétique, la 
chlorophylle. Le thylacoïde tire parti de l' énergie lumineuse 
captée par la chlorophylle pour synthétiser de l'ATP qui sera utilisé 
dans le stroma pour assurer des réactions de biosynthèse de glu- 
cides et autres produits (Chapitre 24). 

Les chloroplastes possèdent, comme les mitochondries, leurs 
propres ADN, ARN et ribosomes, et ils se reproduisent par simple 
division. 11 semble que les chloroplastes, tout comme les mito- 
chondries, sont issus d'une cyanobactérie primitive qui se serait 
introduite dans un eucaryote non photosynthétique ancestral. En 
fait, plusieurs eucaryotes non photosynthétiques modernes ont pré- 
cisément établi une telle symbiose avec d'authentiques cyanobac- 
téries. Ainsi, la plupart des eucaryotes modernes sont des « métis » 
génétiques puisque des ascendants différents sont à l'origine de 
leur composition nucléaire, mitochondriale, peroxysomale, ciliée 
(probablement), et — dans le cas des plantes — chloroplastique. 


B. Phylogénie et différenciation 


L'une des caractéristiques les plus remarquables des eucaryotes 
est leur diversité morphologique considérable, aussi bien sur le 
plan cellulaire que sur celui de l'organisme. Ainsi, comparez l'ar- 
chitecture des différentes cellules humaines représentées à la 
Fig. 1-10, De même, considérez les énormes différences anato- 
miques entre, par exemple, une amibe, un chêne et un être 
humain. 


Les schémas taxonomiques fondés à la fois sur la morphologie 
générale et sur les séquences des protéines et des acides nucléiques 
(Sections 7-1 et 7-2) indiquent que les eucaryotes peuvent être 
classés en trois règnes : Fungi (champignons), Plantae (plantes) et 
Animalia (animaux). Toutefois, la relative simplicité de la struc- 
ture de nombreux eucaryotes unicellulaires rend leur classification 
selon ce schéma plutôt arbitraire. Aussi attribue-t-on généralement 
à ces organismes un quatrième règne, celui des Protistes. (Notez 
que les schémas de classification biologique sont établis pour la 
convenance des biologistes : la nature se prête rarement à une clas- 
sification aussi nette.) La Figure 1-11 représente un arbre phylo- 
génique des eucaryotes. 

La comparaison de l'anatomie des organismes vivants ou 
fossiles montre que les différents règnes d'organismes multicel- 
lulaires ont évolué indépendamment à partir des protistes 
(Fig. 1-11). Les programmes de croissance, différenciation et 

suivis les eu multicellulaires (les 

métazoaires) depuis la fécondation de l'ovule jusqu'à l'organisme 
adulte fournissent des indications remarquables sur l’histoire de 
l'évolution. Par exemple, tous les vertébrés présentent des fentes 
en forme de branchies aux premiers stades embryonnaires, ce 
qui témoigne de leur ascendance commune avec les poissons 
(Fis. 1-12). À vrai dire, ces embryons précoces ont des tailles et 
des anatomies très voisines même si elles se révèlent très diffé- 
rentes chez les formes adultes . De telles observa- 
tions ont conduit Ernst Haeckel à formuler son affirmation célèbre 


FIGURE 1-10 Dessins de quelques cellules humaines : (a) un ostéocyte (cellule asseuse), (b) un spermato- 
zoïde, (c) une cellule d'acinus pancréatique (qui sécrète des enzymes de la digestion), et (d) un neurone (cel- 
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Salamandre Poussin 


FIGURE 1-12 Le développement embryonnaire d'un poisson, d'un 
amphibien (salamandre), d'un oiseau (poule) et d'un mammifère 
(homme). Aux stades précoces, leur taille et leur anatomie sont très sem- 
blables (les dessins du haut sont sensiblement à la même échelle), bien 
qu'il soit actuellement établi que ces similitudes sont moins grandes que 
ne l'indiquent ces représentations classiques ; elles divergent ensuite. 
[D'après Haeckel, E., Anthropogenie oder Entwickelungsgeschichte des 
Menschen, Engelmann (1874).] 


Homme 


Poisson 


(quoique exagérée) : l'ontogenèse est une récapitulation de la phy- 
logenèse (ontogenèse : développement biologique). L'élucidation 
du mécanisme de la différenciation cellulaire des eucaryotes est 
l'un des principaux objectifs à long terme de la biochimie 
moderne, 


3 M LA BIOCHIMIE : PROLOGUE 


La biochimie, comme son nom l'indique, est la chimie de la vie. 
Elle établit donc un pont entre la chimie, qui étudie les structures 
et les interactions des atomes et molécules, et la biologie, qui étu- 


die les structures et les interactions des cellules et organismes. 
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la vie, à son niveau le plus élémentaire, est un phénomène biochi- 
mique. 

Bien que les propriétés macroscopiques des êtres vivants soient 
extrêmement variées, comme nous venons de le voir, leur biochi- 
mie remarquablement similaire fournit un thème unificateur pour 
leur étude. Par exemple, l'information héréditaire est codée et 
exprimée de manière pratiquement identique dans toute vie cellu- 
laire. De plus, les séquences de réactions biochimiques appelées 
voies métaboliques, tout comme les structures des enzymes qui 
les catalysent sont, pour beaucoup de processus fondamentaux, 
quasi identiques quel que soit l'organisme. Il y a donc de fortes 
présomptions que toutes les formes de vie connues soient issues 
d'un même ancêtre commun où ces caractéristiques biochimiques 
étaient déjà assurées. 

Bien que la biochimie soit un domaine extrêmement diversifié, 
elle s'intéresse essentiellement à un nombre restreint de questions 
interdépendantes : 

1. Quelles sont les structures chimiques et tridimensionnelles 
des molécules biologiques et de leurs assemblages ? Comment ces 
structures se forment-elles et comment leurs propriétés changent- 
elles selon ces structures ? 


2. Comment les protéines fonctionnent-elles ? Autrement dit, 
quels sont les mécanismes moléculaires de la catalyse enzyma- 
tique, comment les récepteurs reconnaissent-ils et fixent-ils des 
molécules spécifiques, et quels sont les mécanismes intra- et inter- 
moléculaires qui permettent aux récepteurs de transmettre l'infor- 
mation qui résulte de cette liaison ? 

3. Comment l'information génétique s'exprime-t-elle et com- 
ment est-elle transmise aux générations suivantes ? 

4. Comment les molécules biologiques et les assemblages 
moléculaires sont-ils synthétisés ? 

5. Quels sont les mécanismes de contrôle qui coordonnent les 
multitudes de réactions biochimiques qui se déroulent dans les cel- 
lules et les organismes ? 


6. Comment les cellules et les organismes se développent-ils, 
se différencient-ils et se reproduisent-ils ? 


Ces questions sont présentées sommairement dans cette section et 
seront approfondies ultérieurement dans d'autres chapitres. Dans 
tous les cas cependant, nos connaissances, si étendues saient-elles, 
sont limitées par notre ignorance ; ce constat deviendra évident à 
mesure que vous lirez cet ouvrage. 


A. Structures biologiques 


Les êtres vivants sont extrémement complexes. Comme nous 
l'avons vu dans la Section 1-1 A, même la cellule d'E. coli relati- 
vement simple contient quelque 3 à 6 mille composés différents 
dont la plupart sont propres à £. coli (Fig. 1-13). Les organismes 
supérieurs ont une plus grande complexité. Chez Homo sapiens 
(l'être humain), par exemple, on compte 100000 types de molé- 
cules différentes, dont on n’a caractérisé qu’une minorité, On 
pourrait donc penser que la compréhension biochimique cohérente 
de n'importe quel organisme exige un travail tel qu'il soit irréali- 
sable, Cependant, ce n'est pas le cas. Les êtres vivants présentent 
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FIGURE 1-13 Coupe transversale simulée d'une cellule d'E.coli 
grossie environ un million de fois. À droite du dessin, on voit la paroi 
cellulaire multicouche et la membrane, ornée sur sa surface externe par 
des polysaccharides (Section 11-3B), Un flagelle (en has à droite) est mû 
par un moteur ancré dans la membrane interne (Section 35-3G), Le cyto- 
plasme, qui occupe la région centrale du dessin, est occupé essentielle- 
ment par des ribosomes engagés dans la synthèse protéique (Sec- 


de leur organisation. Des études anatomiques et cytologiques ont 
montré que les organismes pluricellulaires sont des ensembles 
d'organes, faits de tissus constitués de cellules, elles-mêmes com- 
posées d'organites subcellulaires (Figure 1-14). À ce stade de la 
hiérarchie, nous entrons dans le domaine de la biochimie car les 
organites sont constitués d'assemblages supramoléculaires, tels 
que les membranes ou les fibres, qui sont des agrégats organisés 
de macromolécules (polymères de masse moléculaire de plusieurs 
milliers de daltons et plus). 

Comme le montre le Tableau 1-1, E, coli et les êtres vivants en 
général ne renferment qu'un petit nombre de macromolécules de 
types différents : des protéines (du dieu grec Protée, qui changeait 
de forme à volonté), des acides nucléiques et des polysaccharides 
(du grec sakcharon, sucre). Toutes ces substances résultent d'une 
construction modulaire ; elles sont constituées d'unités monomé- 
riques reliées entre elles qui correspondent au niveau le plus 
bas de notre hiérarchie structurale. Ainsi, comme le montre la 
Fig. 1-15, les protéines sont des polymères d'acides aminés (Sec- 
tion 4-1B), les acides nucléiques sont des polymères de nucléo- 
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tion 32-3). À gauche du dessin, on voit un enchevêtrement dense d'ADN 
complexé à des protéines spécifiques. Seules les macromolécules et les 
grands assemblages moléculaires sont représentés, Dans la cellule 
vivante, le reste du cytoplasme est en fait occupé par des petites molé- 
cules, y compris de l'eau (la taille d'une molécule d'eau aurait, à cette 
échelle, celle du point à la fin de cette phrase, [D'après un dessin de 
David Goodsell, UCLA.] 


sucres (Section 11-2). Les lipides (du grec lipos, graisse), la qua- 
trième catégorie principale de biomolécules, sont trop petits pour 
être considérés comme macromolécules, mais ils résultent égale- 
ment d'une construction modulaire (Section 12-1). 

Le travail du biochimiste s'est trouvé considérablement sim- 
plifié quand on s’aperçut qu'il y a relativement peu d'espèces 
d'unités monomériques constituant chacun des types de macromo- 
lécules biologiques. Les protéines sont toutes synthétisées à partir 
des 20 mêmes acides aminés, les acides nucléiques sont formés à 
partir de 8 nucléotides différents (4 pour l'ADN, 4 pour l'ARN), 
et l'on ne trouve couramment qu'environ 8 sortes de sucres dans 
les polysaccharides. La grande diversité des propriétés de chaque 
type de macromolécules est due essentiellement au nombre consi- 
dérable de possibilités d'arrangements de leurs unités monomé- 
riques et, dans beaucoup de cas, à des modifications chimiques de 
ces unités. 

L'une des questions centrales de la biochimie est de savoir 
comment sont réalisées les structures biologiques, Comme nous 
l'expliquerons dans d'autres chapitres, les unités monomériques 
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FIGURE 1-14 Exemple de l'organisation hiérarchique des structures biologiques. 
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FIGURE 1-15 L'organisation polymé- 
rique des protéines, des acides nucléiques 
et des polysaccharides. 


sous forme de nutriments, soit synthétisées enzymatiquement à 
partir de substances plus simples. Les macromolécules sont syn- 
thétisées à partir de leurs précurseurs monomériques grâce à des 
processus enzymatiques complexes. 

Les protéines néo-synthétisées se replient spontanément pour 
acquérir leur conformation native (Section 9-1A); autrement dit, 
elles subissent un auto-assemblage. C'est leur séquence en acides 
aminés qui semble imposer leur structure tridimensionnelle, De 
même, les structures des autres types de macromolécules sont spé- 
cifiées par les séquences de leurs unités monomériques. Le prin- 
cipe de l'auto-assemblage s'applique aussi à l'édification des com- 
plexes supramoléculaires. Toutefois, on ne sait pratiquement rien 
de la manière dont s'élaborent les structures biologiques supé- 
rieures. Un des objectifs majeurs de la recherche biologique est 
d'élucider les mécanismes de croissance et de différenciation des 
cellules et des organismes. 


B. Processus métaboliques 


Un nombre impressionnant de réactions chimiques ont lieu simul- 
tanément dans toute cellule vivante. Toutefois, ces réactions sont 
agencées de sorte qu'elles s'organisent en un processus cohérent 
que nous appellerons la vie. Par exemple, la plupart des réactions 
biologiques font partie d’une voie métabolique ; autrement dit, 
chaque réaction est un maillon d'une chaîne qui assure la forma- 
tion d’un ou de plusieurs produits spécifiques. De plus, l'une des 
caractéristiques de la vie est que les vitesses de ses réactions sont 
si étroitement ajustées qu'il y a rarement, dans une voie métabo- 
lique, de besoins en substrats insatisfaits ou accumulation inutile 
de produits. 

Classiquement, on distingue deux grands volets dans le méta- 
bolisme (distinction qui n'est pas forcément logique) : 

1. Le catabolisme (ou dégradation), au cours duquel les nutri- 
ments et les substances cellulaires sont dégradés afin de sauvegar- 
der les molécules qui les constituent et/ou de fournir de l'énergie. 

2. L'anabolisme (ou biosynthèse), c'est-à-dire la synthèse de 
biomolécules à partir de molécules plus simples. 


L'énergie nécessaire aux processus anaboliques est fournie 
grâce au catabolisme, essentiellement sous forme d'adénosine tri- 
phosphate (ATP). Exemples de processus générateurs d'énergie : 
la nhotosvnthèse et l'oxvdation hiolosiaque de nutriments aui for- 


ment de l'ATP à partir d’adénosine diphosphate (ADP) et d'un 


ion phosphate. 
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À l'inverse, des processus qui consomment de l'énergie, comme 
les biosynthèses, le transport de molécules contre un gradient de 
concentration, ou encore la contraction musculaire, sont assurés 
grâce à cette réaction en sens inverse, soit l'hydrolyse de l'ATP : 


ATP + H,0 == ADP + HPO}- 


Ainsi, les processus anaboliques et cataholiques sont couplés 
entre eux par l'intervention de la « monnaie » de l'énergie biolo- 
viaue universelle. l'ATP. 
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C. Expression et transmission de 
l'information génétique 


L'acide désoxyribonucléique (ADN) est le dépositaire de l’infor- 
mation génétique de la cellule. Cette macromolécule, schématisée 
à la Fig. 1-16, se présente sous forme de deux brins de nucléotides 
reliés les uns aux autres, chaque nucléotide étant composé d'un 
sucre, le désoxyribose, d'un groupement phosphate, et de l'une de 
ces quatre bases : adénine (A), thymine (T), guanine (G) ou cyto- 
sine (C). C'est la séquence des bases qui contient l'information 
génétique. Chaque base de l'ADN est associée par liaison hydro- 
gène à une base du brin opposé, formant ce que l'on appelle une 


Épine dorsale 
sucre-phosphate 


FIGURE 1-16 L'ADN double brin. Les deux chaînes polynucléoti- 
diques s'associent grâce à l’appariement de bases complémentaires. 
A s'apparie avec T, et G avec C, en formant des liaisons hydrogène spé- 


riférusne 
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FIGURE 1-17 schématique de la réplication de 


l'ADN. Chaque brin d'ADN parental (en rouge) sert de matrice pour la 
synthèse d'un brin nouveau complémentaire (en vert). Ceci donne des 
molécules double brin identiques. 


paire de bases, Toutefois, A ne peut se lier qu'à T, et G à C, si 
bien que les deux brins sont complémentaires : la séquence d'un 
brin détermine la séquence de l'autre. 

La division d'une cellule doit s'accompagner de la réplication 
de son ADN. Dans ce processus enzymatique, chaque brin d'ADN 
sert de matrice pour la synthèse de son brin i 
(Fig. 1-17; Section 5-4C). Ainsi, chaque cellule fille possède une 
molécule d'ADN entière (ou un lot de molécules d'ADN), chacune 
constituée d'un brin parental et d'un brin nouveau. On parle de 
mutations lorsque de rares erreurs de copie ou des lésions du brin 
parental entraînent l'incorporation de bases erronées dans le brin 
nouveau. La plupart des mutations sont soit inoffensives, soit nui- 
sibles. Toutefois, il arrive qu'une mutation entraîne des consé- 
quences qui conférent un avantage sélectif à son bénéficiaire. 
Selon la théorie de l'évolution de Darwin, les individus qui ont 


euh de telles mutations ont une nrohabilité accme de <e renro- 


duire. C'est grâce à la succession de telles mutations que de nou- 
velles espèces apparaissent. 

L'expression de l'information génétique se fait en deux étapes. 
Au cours de la première étape, appelée transcription, un brin 
d'ADN sert de matrice pour la synthèse d'un brin complémentaire 
d'acide ribonucléique (ARN ; Section 31-2). Cet acide nucléique, 
généralement simple brin, ne diffère chimiquement de l'ADN 
(Fig. 1-16) que par son sucre, le ribose, à la place du désoxyribose 
de l'ADN, et par l’uracile (U) qui remplace la thymine de l'ADN. 


[e) 
HO—CH, OH H., H 
H H | 
H H H 
H OH 9 | 
H 
Ribose Uracile 


Au cours de la deuxième étape de l'expression de l'information 
génétique, processus enzymatique appelé traduction, les ribo- 
somes lient entre eux les acides aminés pour former des protéines 
(Section 32-3). L'ordre selon lequel les acides aminés sont reliés 
les uns aux autres est imposé par la séquence des bases de l'ARN. 
Par conséquent, puisque les protéines sont des auto-assemblages, 
l'information génétique codée par l'ADN permet, par l'intermé- 
diaire de l'ARN, de déterminer la structure et la fonction des pro- 
téines. Des systèmes de régulation complexes encore imparfaite- 
ment élucidés permettent l'expression de certains gènes dans une 
cellule donnée et dans des conditions physiologiques particulières. 


4 B LA GÉNÉTIQUE : VUE D'ENSEMBLE 


Il suffit de remarquer la ressemblance entre enfant et parent pour 
se dire que les caractères physiques sont héréditaires. Cependant, 


FIGURE 1-18 Les chromosomes. Microphotographie d'une cellule 
végétale (Scadoxus katherinae Bak.) en anaphase mitotique, montrant les 
chromosomes attirés par le fuseau mitotique vers les pôles opposés de la 
cellule, Les microtubules du fuseau sont colorés en rouge et les chromo- 
somes en bleu. [Avec la permission d'Andrew S. Bajer, University of 
Oregon.! 
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le mécanisme de l'hérédité est resté inconnu jusqu'à une époque 
récente. D'après la théorie de la pangenèse, que l'on doit aux 
anciens Grecs, le sperme — qui a évidemment rapport avec la pro- 
création — est constitué de particules représentatives de toutes les 
parties du corps (les pangènes). Cette idée fut reprise à la fin du 
dix-huitième siècle par Jean-Baptiste de Lamarck. D'après sa théo- 
rie (le Lamarckisme), les caractères acquis par un individu, 
comme le développement musculaire suite à l'exercice, sont trans- 
mis à sa descendance, La pangenèse, ainsi que certains aspects du 
Lamarckisme, furent admis par la plupart des biologistes du dix- 
neuvième siècle, y compris Charles Darwin. 

C'est la découverte, au milieu du dix-neuvième siècle, que tous 
les organismes sont issus d'une seule cellule, qui permit l'épa- 
nouissement de la biologie moderne. Dans sa théorie du plasma 
germinatif, Auguste Weissman fit remarquer que le sperme et 
l'ovule, c'est-à-dire les cellules germinales (dont les précurseurs 
sont très tôt mis à part des autres lors du développement embryon- 
naire), descendent directement des cellules germinales de la géné- 
ration précédente, Quant aux autres cellules du corps, les cellules 
somatiques, elles proviennent bien des cellules germinales, mais 
ne leur donnent pas naissance. Weissman réfuta la pangenèse et le 
Lamarckisme en montrant que les descendants des souris dont la 
queue avait été amputée à chaque génération, conservaient une 
queue de longueur normale. 


A. Les chromosomes 


Au cours des années 1860, on put observer dans le noyau des cel- 
lules eucaryotiques des corpuscules allongés que l’on a appelés 
chromosomes (du grec chromos, couleur et soma, corps), parce 
qu'on pouvait les mettre en évidence avec des colorants basiques 
(Fig. 1-18). Normalement, il y a deux copies de chaque chromo- 
some (on parle de paires homologues) dans chaque cellule soma- 
tique. Le nombre de chromosomes distincts, et donc de paires (NW). 
s'appelle le nombre haploïde ; le nombre total (2N) est le nombre 
diploïde. Les espèces peuvent différer par leur nombre haploïde de 
chomosomes (Tableau 1-2). 


TABLEAU 1-2 Nombre de chromosomes (2N) chez quelques 


eucaryotes 
Organisme Chromosomes 
Homme 46 
Chien 78 
Rat 42 
Dinde 82 
Grenouille 26 
Drosophile b] 
Bernard-l'ermite 254 
Pois potager 14 
Pomme de terre 48 
Levure 34 
Algue verte -20 


Source : Ayala, FJ. and Kiger, LA. Jr., Modern Genetics (X 6d.), p. 9, 
Beniamin/Cummmines (1984), 
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a. Les cellules somatiques se divisent par la mitose 

La division des cellules somatiques est connue sous le terme de 
mitose (Fig. 1-19); elle est précédée par la duplication de chaque 
chromosome en deux chromatides pour former une cellule avec 
4N chromosomes. Pendant la division cellulaire, chaque chromo- 
some est attaché au fuseau mitotique par le centromère et orienté 
de façon telle que les chromatides de tous les chromosomes soient 
alignées sur la plaque équatoriale. Un membre de chaque paire de 
chromatides est alors attiré par le fuseau à chaque pôle opposé de la 
cellule en division, pour former deux cellules filles diploïdes possé- 
dant le même nombre 2N de chromosomes que la cellule mère. 


b. Les cellules reproductrices dérivent de la méiose 

La formation des cellules reproductrices se fait par la méiose 
(Fig. 1-20), laquelle requiert deux divisions successives. Les chro- 
mosomes se répliquent avant la première division, mais les chroma- 
tides sœurs ainsi formées restent attachées à leur centromère. Les 
chromosomes dédoublés homologues se présentent appariés et 
s'alignent alors comme une tirette éclair à travers la plaque équato- 
riale de la cellule. Ceci permet l'échange de fragments correspon- 
dants de chromosomes homologues par un processus appelé le 
crossing-over, Le fuseau déplace les membres de chaque paire 
homologue aux pôles opposés de la cellule, de sorte que chaque 
cellule fille contient N chromosomes dédoublés. Dans la deuxième 
division méiotique, chaque groupe de chromatides sœurs se sépare 
en chromosomes qui se retrouvent aux pôles opposés de la cellule 
en cours de division, pour former finalement quatre cellules 
haploïdes, les gamètes. La fécondation est la fusion d’un gamète 
mâle, le spermatozoïde, avec un gamète femelle, l'ovule, pour 
former une cellule diploïde, le zygote, qui a donc reçu N chromo- 
somes de chacun de ses parents. 


B. L'hérédité mendélienne 


Les lois fondamentales de l'hérédité ont été publiées par Gregor 
Mendel en 1866. Il les avait découvertes par l'analyse d'une série 
de croisements, maintenant dits génétiques, entre des lignées de 
pois potager, Pisum sativum, appelées pures parce qu'elles génèrent 
par autofécondation une descendance identique à la lignée paren- 
tale, Ces lignées différaient par des caractères bien définis, comme 
la forme (ronde ou bien ridée), ou la couleur (jaune ou verte), de la 
graine ou encore la couleur (pourpre ou blanche) de la fleur. Mendel 
observe que s'il croise des parents (P) qui diffèrent par un seul 
caractère, par exemple la forme de la graine, la descendance F, (la 
première génération résultant du croisement) présente le caractère 
de l'un des parents seulement, et dans ce cas particulier, des graines 
rondes (Fig. 1-21). Le caractère observé en F, est appelé dominant, 
tandis que l'autre est appelé récessif. En F,, la descendance autofé- 
condée de la F,, les trois quarts des graines ont le caractère domi- 
nant et un quart ont le caractère récessif. Les individus possédant le 
caractère récessif le transmettent d'une manière stable à leur des- 
cendance F,. Les individus F, possédant le caractère dominant se 
classent en deux groupes selon leur descendance F,: un groupe 
d'un tiers d'entre eux transmet le caractère dominant de manière 
stable et deux tiers d’entre eux produisent une F, ayant le même 
rapport de 3 individus de caractère dominant pour 1 individu de 
caractère récessif, que la génération F,. 

Mendel interprète ses observations en faisant l'hypothèse que 
les différentes paires de caractères alternatifs résultent chacune de 
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FIGURE 1-19 La mitose est le mode normal de division cellulaire 
chez les eucaryotes, La mitose produit deux cellules filles, chacune avec 
lee mêmes compléments chiomocsomianes C2N1i one la cellule narentale. 
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FIGURE 1-20 La méiose produit les gamètes (cellules reproductrices 
et sexuées). La méiose comprend deux divisions cellulaires successives 
qui forment quatre cellules filles possédant chacune un seul assortiment 
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Gousse du parent femelle avec 
les graines de la génération F, 
(toutes les graines sont rondes) 
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Après germination des 
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pour former la F, 


WA 


Les graines F, sont rondes (3/4) ou ridées (1/4), 
ségrégeant à l'intérieur des gousses des plantes femelles F, 


FIGURE 1-21 Croisements génétiques, Le croisement d'une lignée de 
pois à graines rondes avec une lignée à graines ridées produit une des- 
cendance F, dont toutes les graines sont rondes. L'autofécondation des 
individus F, issus de ces graines produit une génération de graines F, 

dans le rapport 3 rondes : | ridée. 


l'action d'un facteur (appelé plus tard un gène) qui possède des 
formes alternatives (allèles). Chaque plante possèderait donc une 
paire de gènes déterminant un caractère particulier, dont un exem- 
plaire est hérité de chacun de ses parents. Les allèles qui détermi- 
nent la forme des graines sont symbolisés par À pour les graines 
rondes et r pour les graines ridées (on écrit les symboles des gènes 
en italiques). Les plantes à descendance pure qui transmettent le 
caractère rond ou ridé ont des génotypes RR ou rr, et sont dites 
homozygotes pour la forme de la graine. Les plantes qui ont le 
génotype Rr sont hétérozygotes pour la forme de la graine et elles 
ont le phénotype rond (caractère apparent) parce que À est domi- 
nant sur r. Les deux allèles ne se mélangent ni ne se fondent en 
aucun cas dans ces plantes et sont transmis au hasard à la des- 
cendance par les gamètes (Fig. 1-22). 

Mendel découvrit aussi que différents caractères sont hérités de 
manière indépendante l'un de l'autre. Par exemple, s'il croise des 
pois à graines rondes et jaunes (RRYY) avec des pois à graines 
ridées et vertes (rryy) la descendance F, qui est RrŸy a des graines 
rondes et jaunes parce que le caractère jaune est dominant sur le 
caractère vert. Mais la F, fait apparaître quatre phénotypes de 
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ÀRR + Rr = À graines rondes 
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FIGURE 1-22 Génotypes et phénotypes. Dans un croisement entre une 
lignée de pois à graines rondes et une lignée à graines ridées, la génération 
F, a le phénotype à graines rondes à cause de la dominance du génotype 
rond sur le génotype ridé, Les trois quarts des graines constituant la F, sont 
rondes et un quart sont ridées parce qu'un seul allèle de ces gènes est trans- 
mis à un gamète et que l'union des gamètes est aléatoire. 


3 ridées et jaunes, pour | ridée et verte. Ce résultat montre qu'il n'y 
a pas de tendance à l'association des gènes provenant du même 
parent (Fig. 1-23). Plus tard, il a été montré que l'indépendance de 
ségrégation et de réassociation n'est vraie que pour les gènes 
portés par des chromosomes différents. 

I n'y a pas toujours dominance d’un caractère sur un autre. Par 
exemple, si l'on croise une variété pure à fleurs rouges de gueule- 
de-loup, Antirrhinum, avec une variété pure à fleurs blanches, on 
obtient une F, à fleurs roses. La F, à chaque génération se com- 
pose d'individus à fleurs rouges, roses ou blanches dans les pro- 
portions 1:2:s1 parce que les fleurs des homozygotes pour le gène 
de couleur rouge (AA) contiennent plus de pigment rouge que 
celles des hétérozygotes Aa (Fig. 1-24). Les caractères rouge et 
blanc sont donc appelés codominants. Dans de tels cas, le phéno- 
type révèle le génotype. 

Un gène donné peut avoir plusieurs allèles. Un bon exemple est 
celui du déterminisme des groupes sanguins ABO chez l'Homme 
(Section 12-3E). Un individu aura un sang de type A, de type B, 
de type AB ou de type O selon que ses globules rouges portent 
l'antigène A, l'antigène B, ces deux antigènes, ou aucun des deux. 
Les antigènes A et B sont spécifiés par les allèles codominants (ils 
s'expriment tous deux) /* et J# et le phénotype O est homozygote 
pour l’allèle récessif i. 


C. La théorie chromosomique de l'hérédité 


La théorie de l'hérédité proposée par Mendel a été presque 
complètement ienorée par ses contemporains. Ceci s'explique en 
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FIGURE 1-23 L'indépendance de réassociation. Les allèles À (pour 
ronde) ou r (pour ridée), et Ÿ (pour jaune) ou y (pour vert) se séparent et 
se réassocient indépendamment. La descendance F, comprend ainsi neuf 
génotypes possibles qui expriment quatre phénotypes différents, à cause 
de la dominance. 


partie par le fait qu'il utilisa la théorie des probabilités, une disci- 
pline étrangère à la plupart des biologistes de l'époque. La raison 
principale est cependant qu'il était en avance sur son temps : les 
connaissances en anatomie et en physiologie étaient insuffisantes 
pour comprendre ses explications. Par exemple, la mitose et la 
méiose étaient encore inconnues. Cependant, après la redécouverte 
des travaux de Mendel en 1900, il est apparu que les principes 
qu'il avait proposés expliquaient l’hérédité aussi biens chez les 
animaux que chez les plantes. En 1903, quand Sutton s'aperçut 
que les chromosomes et les gènes avaient un devenir parallèle, il 
formula la théorie chromosomique de l’hérédité, dans laquelle il 
proposait que les gènes sont des parties de chromosomes. 

Le premier caractère à avoir été attribué à un chromosome est le 
type sexuel. Chez la plupart des animaux eucaryotes, les cellules 
des femelles contiennent rharune deux rhrnmnenmee Y /VY] 
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+AA = +rouge 
h4a = rose 
}aa = À bianc 


FIGURE 1-24 La codominance, Dans le croisement entre Antirrhinum 
(gueule-de-Joup} à fleurs rouges (AA) et Antirrhinum à fleurs blanches 
(aa), la génération F, (Aa) est rose : ceci démontre que les allèles À et a 
sont codominants. Les individus F, possèdent des fleurs, soit rouges, soit 
roses, soit blanches, en proportions 1:2:1, respectivement. 


tandis que les cellules des mâles contiennent un seul chromosome X 
et un chromosome Ÿ, dont la forme est différente (XY ; Fig. 1-25). 
Les ovules contiennent donc un seul chromosome X et le spermato- 
zoïde contient soit un X, soit un Y (Fig. 1-25). La fécondation par 
un spermatozoïde porteur d'un X entraîne donc la formation d'un 
zygote XX femelle, et par un spermatozoïde porteur d’un Y, d'un 
zygote XY mâle. C'est la probabilité 0,5 de chaque spermatozoïde 
qui explique le rapport 1:1 entre mâles et femelles chez beaucoup 
d'espèces. Les chromosomes X et Y sont donc appelés chromo- 
somes sexuels ; les autres chromosomes sont les autosomes. 


a. La mouche du vinaigre est le modèle favori 

des généticiens 

Le développement de la recherche en génétique s’est fortement 
accéléré après le choix par Thomas Hunt Morgan d'utiliser la 
mouche du vinaigre Drosophila melanogaster comme matériel 
expérimental. Ce petit insecte très prolifique (Fig. 1-26), que l'on 
voit voler autour des fruits mûrs vers la fin de l'été, est facilement 
élevé en laboratoire où il peut produire une nouvelle génération en 
14 jours. Avec Drosophila, les résultats d'un croisement peuvent 
être connus 25 fois plus vite qu'avec le pois. Actuellement, Dro- 
sophila est l'organisme supérieur le mieux caractérisé génétique- 
ment. 


La première souche mutante à être identifiée chez Drosophila 


avait les veux hlancs alors ame le tune sauvage naturel a les veux 


Section 14, La génétique : vue d'ensemble 23 


Gamètes 


+ 2000 + + SM) 


FIGURE 1-25 La ségrégation indépendante, La ségrégation indépen- 
dante des chromosomes sexuels X et Y entraîne la production de femelles 
et de mâles en proportions 1:1. 


FIGURE 1-26 La mouche du vinaigre Drosophila melanogaster. Le 
mâle, à gauche, et la femelle, à droite, sont représentés à la même échelle ; 
leur taille set de l'ordre de 9 um et louer nie da l'oniee de 1 me 
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(a) 


FIGURE 1-27 Le crossing-over. (a) Micrographie électronique et inter- 
prétation d'une tétrade constituée par deux paires homologues de chro- 
matides sœurs (de même couleur), vue au cours de la méiose, chez la 
sautérelle (Chorthippus parallelus), Les chromatides non-sœurs (de cou- 
leurs différentes) peuvent subir une recombinaison à tout point où elles 
se croisent, [Avec l'autorisation de Bemard John, The Austalian National 
University.] (b) Diagramme schématisant une étape de la recombinaison 
par crossing-over, de deux gènes à deux allèles (A-a et B-b), 


rouges. En réalisant des croisements entre la souche aux yeux 
blancs et le type sauvage, Morgan a pu démontrer que la trans- 
mission du gène conférant les yeux blancs (w) se fait avec celle du 
chromosome X. Ceci montre que le gène w est localisé sur le chro- 
mosome X et que le chromosome YŸ ne contient pas ce gène. Le 
gène w est donc dit «lié au sexe ». 


b. Les cartes génétiques sont établies à partir 

des fréquences de crossing-over 

Au cours des années suivantes, la localisation chromosomique 
de nombreux gènes a été établie chez Drosophila. Les gènes qui 
sont localisés sur le même chromosome ne se transmettent pas de 
manière strictement indépendante. Une paire de gènes ainsi liés se 
recombine, chaque gène échangeant ses allèles entre les deux 
chromosomes parentaux, selon une certaine fréquence caractéris- 
tique pour chaque paire de gènes. Le phénomène cytologique à la 
base de ces résultats génétiques survient au début de la méiose, 
quand les deux chromatides de chaque paire parentale sont ali- 
gnées. En métaphase 1 (Fig. 1-20), on peut observer des chroma- 
tides non-sœurs d'une même tétrade échanger par crossing-over 
des segments équivalents, sous forme de chiasmas (Fig. 1-27). La 
localisation sur un chromosome d'un point de crossing-over est 
quasi aléatoire d'un événement à l'autre. Il s'ensuit que Ja fré- 
quence de crossing-over concernant une paire de gènes liés est 
fonction de la distance physique qui les sépare le long du chro- 
mosome. Morgan et Alfred Sturtevant ont eu l'idée d'utiliser ces 
fréquences pour cartographier (localiser) les positions relatives 
des gènes le long des 4 chromosomes de Drosophila. Ces études 
ont démontré que les chromosomes correspondent à des structures 
génétiques linéaires et non ramifiées. On sait actuellement que les 
cartes génétiques ainsi établies (Fig. 1-28) sont parallèles aux 
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c. Des gènes qui ne sont pas allèles se complémentent 

l’un l’autre 

On peut savoir par un test de complémentation si deux gènes 
récessifs affectant des fonctions ou caractères semblables sont des 
formes différentes du même gène (allèles) ou sont des gènes diffé- 
rents. Pour réaliser ce test, une lignée homozygote de l’une des 
formes récessives est croisée avec l'homozygote pour l'autre forme 
récessive, Si les deux gènes ne sont pas alléliques, la descendance 
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FIGURE 1-28 Carte génétique partielle du chromosome 2 de la dro- 
sophile. La position des gènes est donnée en unités cartographiques (cen- 
timorgans), Deux gènes proches qui se recombinent à une fréquence de 

m s% sont distants l'un de l'autre de -m centimorgans. 


chromosomes homologues apportera la fonction de type sauvage 
qui manque à l’autre ; ils se complémentent. Par exemple, si l'on 
croise une drosophile homozygote pour une mutation de la couleur 
des yeux appelée pr (pourpre), avec une homozygote pour une 
autre mutation de la couleur des veux. appelée hw (brune). la des- 
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(a) Caractères récessifs non alléliques 
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(b) Caractères récessifs et alléliques 
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FIGURE 1-29 Le test de complémentation. Ce test permet de savoir si 
deux formes récessives, correspondant au même caractère, sont détermi- 
nées par deux allèles du même gène ou non. Deux exemples pris chez la 
drosophile sont illustrés ici: (a) Si un homozygote pour la couleur 
pourpre (pr) de l'œil est croisé avec un homozygote pour la couleur 
brune (bw') de l'œil, la descendance F1 est de phénotype sauvage (yeux 
rouges). Ceci indique que les caractères pr et bw dépendent de gènes dif- 
férents (l'exposant * désigne les allèles sauvages), (b}) Si une femelle 
homozygote pour le gène w, déterminant l'œil de couleur blanche, lié au 
sexe, est croisée avec un mâle ayant des veux couleur « café » (cf), carac- 
1ère lié au sexe, lui aussi, la descendance femelle a les yeux couleur café, 
et la descendance mâle a les yeux blancs, Les gènes w et cf sont donc 
allèles l'un de l'autre. 


cendance aura le type sauvage aux veux rouges, ce qui montre que 
ces deux gènes ne sont pas alléliques (Fig. 1-29a). Au contraire, si 
l'on croise une drosophile femelle homozygote pour le gène w lié 
au sexe, donnant des yeux de couleur blanche, avec un mâle porteur 
de l'allèle lié au sexe cf donnant des yeux de couleur café, la des- 
cendance femelle n'aura pas les yeux de type sauvage (Fig. 1-29h). 
On en conclut que les gènes w et cf sont des allèles. 


d. Ce sont les gènes qui dirigent la production 

des protéines 

Il fallut un certain temps pour comprendre comment les gènes 
contrôlent les caractéristiques des êtres vivants. Archibald Garrod 
fut le premier à proposer une relation snécifiaue entre les sènes et 
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les enzymes. Si des individus sont atteints d'alcaptonurie, ils pro- 
duisent une urine qui devient très foncée après exposition à l'air 
libre, à cause de l'oxydation de l'acide homogentisique qu'ils 
excrètent (Section 16-3A). En 1902, Garrod montra que cette ano- 
malie métabolique plutôt bénigne (son seul effet pathologique est 
l'arthrite à un âge avancé) est le résultat de l’action d'un gène 
récessif hérité de manière mendélienne. Il démontra ensuite que 
ces malades sont incapables de métaboliser l'acide homogenti- 
sique ingéré et en tira la conclusion qu'il leur manque une enzyme 
qui métabolise cette substance. Enfin, Garrod décrivit l'alcaptonu- 
nie et d’autres maladies humaines héréditaires comme des erreurs 
innées du métabolisme. 

À partir d'expériences ayant débuté en 1940, et qui marquent 
le début de la génétique biochimique, George Beadle et Edward 
Tatum ont montré qu'il existe une correspondance univoque entre 
une mutation et la disparition d'une enzyme donnée. La moisissure 
Neurospora de type sauvage pousse normalement sur un « milieu 
minimum » dans lequel les seules sources de carbone et d'azote 
sont le glucose et NH. Certains mutants de VNeurospora, obtenus 
après irradiation avec les rayons X, ont un besoin nutritif supplé- 
mentaire, Beadle et Tatum ont démontré pour plusieurs mutants 
qu'il leur manquait une enzyme normalement présente pour effec- 
tuer la biosynthèse de la substance en question (Section 16-3A). 
Ce fait s'énonce par l'expression célèbre : un gène - une enzyme. 
Actuellement, on reconnaît que ce principe n'est qu'en partie vrai, 
puisque beaucoup de gènes codent des protéines qui ne sont pas 
des enzymes et que beaucoup de protéines sont formées de plu- 
sieurs sous-unités codées par des gènes différents (Section 8-5). 
Une manière plus juste de s'exprimer serait d'écrire : un gène - un 
polypeptide. Même ceci ne serait pas tout à fait exact, puisque des 
ARN non traduits, mais ayant un rôle structural ou fonctionnel, 
sont eux aussi spécifiés par des gènes. 


D. La génétique bactérienne 


Les bactéries présentent plusieurs avantages pour l'analyse géné- 
tique. Un des plus manifestes est le fait que beaucoup d'espèces 
ont un temps de génération de moins de 20 minutes, si les condi- 
tions sont favorables. On a ainsi la possibilité d'obtenir les résul- 
tats d'une expérience de génétique en quelques heures, alors que 
cela prendrait des semaines, voire des années, avec des orga- 
nismes supérieurs. Un nombre incroyablement grand de bactéries 
peut être obtenu rapidement (-10'° mL°|), ce qui permet l'obser- 
vation d'événements biologiques très rares. Par exemple, un évé- 
nement de fréquence de 1 par million peut être détecté sans diffi- 
culté chez les bactéries en quelques minutes. Tenter d'obtenir un 
résultat analogue avec Drosophila demanderait un travail énorme 
et sans doute voué à l'échec. De plus, les bactéries sont générale- 
ment haploïdes ; leur phénotype illustre donc leur génotype. Il n'en 
reste pas moins que les principes de base de la génétique ont été 
élucidés en étudiant des plantes et des animaux. Ceci est dû au fait 
que les bactéries ne se reproduisent pas via un cycle sexué comme 
les organismes supérieurs; on ne peut donc normalement pas 
appliquer la technique de base de la génétique classique, le croi- 
sement génétique. En fait, avant que l'on sache que l'ADN est le 
vecteur de l'information génétique, il n'apparaissait pas clairement 
que les bactéries avaient un chromosome. 

L'étude génétique des bactéries a effectivement commencé 
dans les années 1940, après la mise au point de techniques d'iso- 
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FIGURE 1-30 La technique des répliques. Cette technique permet de 
transférer rapidement et efficacement les colonies d'une boîte de Pétri sur 
d'autres boîtes contenant un milieu différent. Puisque les colonies bacté- 
riennes ont la même distribution sur la boîte initiale et sur les répliques, 
il est facile de repérer les mutants pour les identifier. 


lement de bactéries mutantes. Étant donné que les bactéries n'ont 
que très peu de caractères morphologiques faciles à reconnaître, 
les mutants sont détectés et sélectionnés par leur aptitude ou leur 
inaptitude à la croissance dans certaines conditions, Par exemple, 
E. coli de type sauvage se multiplie sur un milieu contenant du glu- 
cose comme seule source de carbone. Des mutants incapables de 
synthétiser la leucine auront besoin de leucine dans le milieu de 
culture, Des mutants devenus résistants à un antibiotique comme 
l'ampicilline peuvent se multiplier en présence de cet antibiotique, 
alors que le type sauvage ne le peut pas. Des mutants chez lesquels 
une protéine essentielle est devenue thermolabile se multiplient à 
30°C, mais non à 42 °C, alors que le type sauvage peut se multi- 
plier aux deux températures. Avec un protocole adapté, on peut 
donc sélectionner une colonie bactérienne porteuse d'une mutation 
donnée ou d'une combinaison de mutations. La méthode utilisée 
pour cela est la réplique par tampon de velours (Fig. 1-30). 


E. La génétique des virus 

Les virus sont des particules infectieuses formées d'une molécule 
d'acide nucléique entourée par une capside (enveloppe) protec- 
trice, constituée en majorité ou uniquement par des protéines. Une 
particule virale (virion) s'attache de manière spécifique à une cel- 
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FIGURE 1-31 Le cycle biologique d'un virus. 


lule sensible dans laquelle elle introduit son acide nucléique, Au 
cours de l'infection (Fig. 1-31), le chromosome viral oriente le 
métabolisme cellulaire vers la production de nouveaux virions. 
Une infection virale se termine généralement par la lyse de la cel- 
lule hôte, qui libère alors des dizaines, voire des milliers, de parti- 
cules virales capables de recommencer le cycle infectieux, Les 
virus, qui n’ont pas de métabolisme propre, sont des parasites 
complets. Ils ne sont donc pas des organismes vivants, puisqu'en 
l'absence de leur hôte ils sont biologiquement inertes comme 
n'importe quelle autre macromolécule, 


a. Les virus sont aussi le siège du phénomène de 

complémentation et de recombinaison 

La génétique des virus peut être analysée par les moyens clas- 
siques comme dans le cas des organismes cellulaires. Seulement, 
comme les virus n'ont aucun métabolisme propre, on les détecte 
d'habitude par leur aptitude à lyser les cellules hôtes. La présence 
de bactériophages (virus qui infectent des bactéries, phages en 
abrégé; du grec phagein, manger) viables est révélée par les 
plages de lyse (taches claires) qu'ils provoquent sur un tapis bac- 
térien obtenu en boîtes de culture (Fig. 1-32). Ces plages dérivent 
d'un point à partir duquel une seule particule s'est multipliée, en 
provoquant la lyse de toutes les bactéries de la plage. Un phage 
mutant qui ne peut produire de descendance que dans des condi- 
tions dites permissives, peut être détecté par son incapacité à se 
reproduire dans d'autres conditions dites restrictives, dans les- 
quelles le type sauvage est viable. Ces conditions sont déterminées 
très souvent par la nature de la souche bactérienne utilisée comme 
hôte, ou par une modification de la 

Les virus sont capables de complémentation. L'infection simul- 
tanée d'une bactérie par un mélange de deux phages mutants dif- 
férents peut produire une descendance dans des conditions telles 
qu'aucun des mutants ne peut se reproduire seul. Dans ces cas pré- 
cie on en conclut aue chaane nhave acenre une fonction oui ne 


FIGURE 1-32 La détection de virus mutants, Ceci représente une cul- 
ture en boîte de Pétri, avec un tapis bactérien de E. coli, sur lequel le 
bactériophage T4 a formé des plages de lyse. [Bruce Iverson.] 


peut être assurée par l'autre, On dit alors que chacune des muta- 
tions fait partie d'un groupe de complémentation différent, 
notion que l'on peut assimiler à celle de gène. 

Les chromosomes viraux peuvent se recombiner lorsqu'une 
cellule bactérienne est infectée en même temps par des particules 
mutantes différentes du même virus (Fig 1-33). La dynamique de 
la recombinaison est différente de celle des eucaryotes ou des bac- 
téries. En effet, le chromosome viral peut entrer en recombinaison 
au cours de n'importe quel cycle de réplication de l'ADN viral, La 
descendance résultant de recombinaisons peut donc contenir la 
plupart sinon tous les types de recombinants possibles. 


b. L'unité de recombinaison est la paire de bases 
La vitesse de multiplication des phages est telle qu'elle permet 
la détection d'événements de recomhinaison de fréauence 107. Au 
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FIGURE 1-33 La recombinaison virale. La recombinaison entre des 
chromosomes de bactériophages a lieu lorsqu'une bactérie hôte est infec- 
tée simultanément par deux phages de génotypes différents, par exemple 
pour deux gènes Ah et aB. 


cours des années 1950, Seymour Benzer a réalisé l'étude génétique 
fine de la région r/1 du chromosome du bactériophage T4. Certe 
région, longue d'environ 4000 pb, représente à peu près 2% du 
génome du phage T4 et se compose de deux groupes de complé- 
mentation adjacents appelés r{/A et r11B. Dans un hôte permissif 
comme £. coli B, une mutation de type r/f. qui rend inactif le pro- 
duit de l'un ou l'autre de ces deux gènes, permet cependant la pro- 
duction de plages beaucoup plus grandes (appelées r, pour « rapid 
lysis ») que celles du phage de type sauvage. La souche restrictive 
E. coli K1{A) ne peut être lysée que par le type sauvage r//*. La 
présence de plages sur une boîte de culture de E. coli K12{(À) après 
co-infection avec deux mutants r/{ différents mais du même 
groupe de complémentation, démontre que la recombinaison peut 
avoir lieu à l'intérieur même d'un gène. Cette démonstration ren- 
dait ainsi caduc le modèle selon lequel les gènes seraient des cor- 
puscules discontinus, placés comme des perles sur un filament, le 
chromosome, et selon lequel la recombinaison a lieu seulement 
entre les perles, échangeant des gènes intacts. La cartographie 
génétique de mutants r/{ à plus de 300 sites différents dans les 
régions r/JA et rl1B montre à l'évidence que les gènes, tout comme 
les chromosomes, sont des structures linéaires non ramifiées. 
Benzer a également démontré que, dans un test de com- 
plémentation, deux mutants de complémentation donneront une 
descendance sur l'hôte restrictif à condition que les deux muta- 
tions soient en configuration cis (sur le même chromosome, Fig. 1- 
34a). Par contre, le test sera négatif si les deux mutations concer- 
nent le même gène et sont en configuration trans (ici les mutations 


(a) Mutations en trans {b) Mutations en cis 


P P P P 
Q q q Q 
Phénotype Phénotype 


mutant sauvage 


FIGURE 1-34 Le test cis-trans. Considérons un chromosome présent en 
deux exemplaires homologues, dans lesquels deux sites du même gène, P 
et Q, sont aussi sous une forme mutante p et g. (a) Si les deux mutations 
sont en configuration cis, c'est-à-dire sur le même exemplaire chromoso- 
mique, un gène sera P et @, c'est-à-dire fonctionnel, l'autre sera p et g, 
mais l'ensemble sera de phénotype fonctionnel sauvage. (b) Si les muta- 
tions sont en trans, c'est-à-dire sur des exemplaires chromosomiques dif- 
férents, les deux gènes seront mutants, non fonctionnels, et l'ensemble 
conduira à un phénotype mutant. 


sont sur des chromosomes différents ; Fig. 1-34b). En effet, ce 
n'est que lorsque les deux mutations intéressent le même gène que 
l'autre gène reste fonctionnel. Le terme de cistron a été inventé 
pour désigner l'unité de fonction génétique ainsi mise en évidence 
par ce test cis-trans. Ce terme est depuis lors utilisé comme syno- 
nyme de gène ou de groupe de complémentation. 

La recombinaison de couples de mutants r// a été observée jus- 
qu'à une fréquence aussi faible que 0,01 %, bien que la limite de 
détection puisse descendre à 0,0001 %. On peut calculer que, chez 
T4, une fréquence de recombinaison de 1 % correspond à une dis- 
tance physique de 240 pb entre les sites mutés ; l'unité de recom- 
binaison ne dépasse donc pas 0.01 x 240 = 2,4 pb. Ceci est une 
estimation maximale, compte tenu du mécanisme de recombinai- 
son. Ces études de cartographie génétique à haute résolution ont 
ainsi permis de conclure que l'ordre de grandeur de l'unité de 
recombinaison est la paire de bases. 


5 & L'ORIGINE DE LA VIE 


L'homme s'est toujours interrogé sur le mystère de son existence. 
Toutes les cultures connues à ce jour, primitives comme évoluées, 
ont élaboré un mythe pour expliquer l'apparition de la vie. Ce n'est 
qu'à l'époque moderne, cependant, que l'on a pu adopter une atti- 
tude scientifique pour tenter de comprendre l'origine de la vie et 
en soumettre les hypothèses à la vérification expérimentale, 
Charles Darwin, père de la théorie de l'évolution, fut l'un des pre- 
miers à entreprendre une telle démarche. En 1871, il écrivait à un 
collègue : 
*On dit souvent que toutes les conditions pour la première apparition 
d'un organisme vivant, conditions qui auraient pu exister depuis tou- 
jours, sont maintenant réunies. Mais si (et quel énorme « si ») nous 
pouvions imaginer que, dans une petite mare d'eau tiède, contenant 
toutes sortes de sels ammoniaqués et phosphorés, en présence de 
lumière, de chaleur et d'électricité, etc., une protéine se soit chimi- 
quement formée prête à subir des modifications encore plus com- 
nlexes. à l'heure actuelle. une telle substance serait immédiarement 


FIGURE 1-35 Microfossile de cellules bactériennes filamenteuses, Ce 
fossile (on en donne en dessous une interprétation graphique) a été 
découvert dans une roche d'environ 3400 millions d'années provenant de 
l'ouest de l'Australie, [Avec la permission de J, Williams Schopf, 
UCLA.] 


dévorée, ou absorbée, ce qui ne se serait pas produit avant l'arrivée 
d'êtres vivants. 


Selon des études par datation radioactive, la Terre s'est formée 
il y a environ 4,6 milliards d'années. Cependant, les multiples 
impacts de météorites ont rendu sa surface trop brûlante pour que 
la vie puisse s'y développer avant plusieurs centaines de millions 
d'années. La première trace fossile de vie, issue d'organismes 
semblables aux bactéries actuelles (Fig. 1-35), remonte à 3,5 mil- 
liards d'années. Les plus anciennes roches sédimentaires connues, 
qui ont environ 3,8 milliards d'années, ont été soumises à des per- 
turbations métamorphiques suffisantes (500 °C et 5000 atm) pour 
anéantir tout microfossile qu'elles auraient pu contenir. Il n'en 
reste pas moins (mais c’est controversé) que leur analyse géochi- 
mique y montre des inclusions carbonacées qui pourraient être 
d'origine biologique. La vie aurait donc pu exister à l'époque de 
ces dépôts sédimentaires. Dans ce cas, la vie sur Terre a dû appa- 
raître il y a environ 4 milliards d'années, dans un laps de temps ne 
dépassant pas la centaine de millions d'années. L'ère prébiotique 
antérieure n'a pas laissé de trace. Par conséquent, nous ne pouvons 
espérer expliquer exactement comment la vie est apparue. Cepen- 
dant, des expériences en laboratoire peuvent au moins montrer 
quels types de réactions chimiques abiotiques ont pu conduire à la 
formation de systèmes vivants. Le caractère biochimique et géné- 
tique unitaire des organismes actuels suggère que la vie telle que 
nous la connaissons n'est apparue qu'une seule fois (si la vie est 
apparue plus d'une fois, les autres formes ont rapidement disparu, 
peut-être parce qu'elles ont été &1 mangées &2 par la forme 
actuelle). Ainsi, la comparaison des messages génétiques corres- 
pondants d'une grande variété d'organismes actuels, devrait per- 
mettre de déduire des modèles plausibles concemant les messages 
primitifs dont ils sont issus. 

On admet généralement que le développement de la vie s'est 
fait en trois étapes (Fig. 1-36): 

1. L'évolution chimique, au cours de laquelle de simples molé- 
cules géologiques ont réagi pour former des polymères organiques 
complexes. 

2. L'organisation spontanée d'un grand nombre de ces poly- 
mères pour donner des entités capables de se répliquer. C'est au 
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cours de ce processus qu'est intervenue la transition entre un ras- 
semblement inerte de molécules réactives et les systèmes vivants. 


3. L'évolution biologique aboutissant finalement à la com- 
plexité des formes modernes de vie. 


Dans cette section, nous exposons dans leurs grandes lignes les 
hypothèses concernant ces mécanismes. Auparavant, nous allons 
expliquer pourquoi, de tous les éléments, le carbone est le seul qui 
convienne au fondement de la chimie complexe nécessaire à la vie, 


A. Les propriétés uniques du carbone 


La matière vivante est formée, comme le montre le Tableau 1-3, 
d'un petit nombre d'éléments. C, H, O, N, P etS, tous capables de 
former des liaisons covalentes, représentent environ 92 % du poids 
sec des êtres vivants (la plupart des organismes contiennent envi- 
ron 70 % d'eau). Le reste est constitué d'éléments présents essen- 
tiellement sous forme d'ions et que l'on ne trouve généralement 
qu'à l'état de traces (ils interviennent le plus souvent aux sites 
actifs des enzymes). Remarquez, cependant, que 65 des 90 élé- 
ments que l'on trouve dans la nature n'ont pas de rôle biologique 
connu. Inversement, à l'exception de l'oxygène et du calcium, les 
éléments les plus abondants de la matière vivante ne sont que des 
constituants mineurs de la croûte terrestre (où l'on trouve par ordre 
décroissant : O, 47 %; Si, 28 %; Al, 7,9 %: Fe, 4,5 % et Ca, 
3,5 %). 

La prédominance du carbone dans la matière vivante est sans 
aucun doute le résultat de son exceptionnelle versatilité chimique, 
lorsqu'on le compare à tous les autres éléments. Le carbone a la 
propriété unique de former un nombre de composés pratiquement 
infini en raison de sa capacité d'établir jusqu'à quatre liaisons 
covalentes extrêmement stables (y compris des simples, doubles et 
triples liaisons), capacité associée à son pouvoir de constituer des 
chaînes de taille illimitée grâce à des liaisons covalentes CC. 
Ainsi, sur les 17 millions de composés chimiques connus, près de 
90 % sont des substances organiques (c'est-à-dire qui contiennent 


TABLEAU 1-3 Composition élémentaire du corps humain 


Poids sec Éléments à l'état 

Élément (%) de traces 

En 61,7 B 

N 110 F 

[8] 93 Si 

H AT V 

Ca 5,0 Cr 

É 33 Mn 

K 1,3 Fe 

S 10 Co 

Cl 0,7 Cu 

Na 0,7 Zn 

M£ 03 Se 
Mo 
Sn 


2 Calculé d'après Fnieden. FE. Sci Ant. 22711, 54-55 (19721 
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FIGURE 1-36 Les trois stades de l'évolution de la vie 


du carbone). Examinons les autres éléments du tableau périodique 
afin dé comprendre pour quelles raisons ils ne possèdent pas ces 
deux propriétés combinées. 

Seuls cinq éléments, B, C, N, Si et P, ont la possibilité d'éta- 
blir chacun au moins 3 liaisons et ainsi de former des chaînes 
d’atomes liées par covalence, avec éventuellement des chaînes 
latérales. Les autres éléments sont soit des métaux, qui forment 
plutôt des ions que des liaisons covalentes ; soit des gaz rares, qui 
sont, par essence, chimiquement inertes ; ou encore des atomes tels 
que H ou O, qui ne peuvent établir chacun qu'une ou deux liaisons 
covalentes. Toutefois, bien que B, N, Si et P puissent être impli- 
qués chacun dans au moins trois liaisons covalentes, ils ne 
conviennent pas, pour les raisons indiquées ci-dessous, en tant 
qu'éléments de base d’une chimie complexe. 

Le bore, ayant moins d'électrons valentiels (3) que d'orbitales 
de valence (4), est déficitaire en électrons. Ceci restreint fortement 
le nombre et la stabilité de composés que B peut former. L'azote a 
le problème inverse ; ses cinq électrons valenciels le rendent riche 
en électrons. Les répulsions qui s’exercent entre les paires d'élec- 
trons non partagées et les atomes d'azote liés par covalence dimi- 
nuent fortement l'énergie d’une liaison N—N (171 kJ:mol! au 
lieu de 348 kJ:mol-! pour une liaison C—C simple), en compa- 
raison à la triple liaison anormalement stable de la molécule N, 
(946 kJ°mol-!), C'est pourquoi même de courtes chaînes d' atomes 
d'azote liés par covalence ont tendance à se décomposer en N,, 
souvent brutalement. Le silicium et le carbone se trouvant dans la 
même colonne du tableau périodique, on pourrait espérer leur trou- 
ver des propriétés chimiques voisines. Toutefois, l'importance du 
rayon atomique du silicium empêche deux atomes de Si de s'ap- 
procher suffisamment l'un de l'autre pour un recouvrement orbital 
satisfaisant, Il s'ensuit que les liaisons Si—Si sont faibles 
(177 kJ:mol-!) et les liaisons multiples correspondantes sont rare- 
ment stables. Au contraire, les liaisons Si—O sont tellement 
stables (369 kJ-mol-!) que les chaînes où alternent des atomes Si 
et O sont parfaitement inertes (les minerais de silicate, dont la 
trame est constituée par de telles liaisons, forment la croûte ter- 
restre). Certes, les écrivains de science-fiction ont imaginé que les 
silicones, composés organosiliconés huileux ou caoutchouteux 
avec une ossature d'unités Si—O liées entre elles (par exemple les 
méthylsilicones), pourraient constituer la base chimique de formes 


de vie extraterrestre, Toutefois, l’inertie même des liaisons Si—O 
rend cette éventualité improbable. Le phosphore, qui se trouve en 
dessous de l'azote dans le tableau périodique, forme des chaînes 
encore moins stables d’atomes liés par covalence. 

Ce qui précède n'implique pas que des liaisons hétéronu- 
cléaires soient instables. Au contraire, les protéines présentent des 
liaisons C—N—C, les glucides des liaisons C—O—C et les acides 
nucléiques des liaisons C—O—P—0—C. Cependant, ces liaisons 
hétéronucléaires sont moins stables que les liaisons C—C. En réa- 
lité, ce sont ces liaisons hétéronucléaires qui sont généralement les 
sites de coupures chimiques lors de la dégradation des macromo- 
lécules et, réciproquement, ce sont ces liaisons qui sont créées 
ouand des unités monomérioure sont aecembléece nour former dec 
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macromolécules. Pour les mêmes raisons, des liaisons homonu- 
cléaires autres que les liaisons C—C sont si réactives qu'elles sont 
extrêmement rares dans les systèmes biologiques, mises à part les 
liaisons S—S dans les protéines. 


B. L'évolution chimique 


Dans le reste de cette section, nous décrivons le scénario le plus 
vraisemblable pour expliquer l'origine de la vie, Toutefois, rappe- 
lez-vous qu'il y a des objections scientifiques valables à l'encontre 
de ce scénario ainsi qu'à plusieurs autres qui ont été sérieusement 
considérés, si bien que nous sommes loin de savoir comment la vie 
est apparue. 

On pense que le système solaire s’est formé à la suite de l’im- 
plosion gravitationnelle d'un immense nuage interstellaire de 
poussières et de gaz. La plus grande partie de ce nuage, composé 
essentiellement d'hydrogène et d'hélium, s'est condensée pour 
former le soleil. L'élévation de la température et de la pression au 
centre du protosoleil a allumé la réaction thermonucléaire auto- 
entretenue qui constitue depuis lors la source énergétique du soleil. 
Les planètes, qui se sont formées d’amas de poussières plus petits, 
n'avaient pas la masse suffisante pour être l’objet d'un tel proces- 
sus. En fait, les petites planètes, dont la Terre, sont constituées 
essentiellement d'éléments plus lourds car leurs masses sont trop 
faibles pour retenir par gravitation beaucoup de H, et de He. 

L'atmosphère primitive de la terre était très différente de ce 
qu'elle est aujourd'hui. Elle ne pouvait contenir des quantités 
significatives d'O,, substance très réactive. Il est probable que l'at- 
mosphère contenait plutôt, outre H,0, N, et CO, qu'on y trouve 
maintenant, de petites quantités de CO, CH # NH,, SO, et peut être 
H,, toutes ces molécules ayant été décelées par spectroscopie dans 
l'espace interstellaire. Les propriétés chimiques d'un tel mélange 
de gaz rendaient l'atmosphère réductrice, contrairement à l'at- 
mosphère terrestre actuelle qui est une atmosphère oxydante 
(bien que des données récentes semblent au contraire indiquer que 
la Terre primitive avait une atmosphère oxydante). 

Dans les années 1920, Alexander Oparin et J.B.S. Haldane, 
chacun de leur côté, ont suggéré que les radiations ultraviolettes 
{UV) du soleil (qui actuellement sont fortement absorbées par la 
couche d'ozone (O,) dans la haute atmosphère) ou des éclairs 
d'orage auraient fait réagir des molécules de l'atmosphère réduc- 
trice initiale pour former des composés organiques simples tels 
que des acides aminés, des bases d'acide nucléique, et des sucres. 
En 1953, Stanley Miller et Harold Urey ont démontré expérimen- 
talement qu'un tel processus était possible en utilisant l'appareil 
représenté à la Fig. 1-37. Ils ont ainsi simulé les effets d'éclairs 
d'orage dans l'atmosphère initiale en soumettant un mélange 
chauffé à reflux d'H,0, CH,, NH, et H, à des décharges élec- 
triques pendant une semaine. La solution obtenue à la fin de l'ex- 
périence contenait des quantités significatives de composés orga- 
niques hydrosolubles (les plus abondants d'entre eux sont donnés 
dans le Tableau 1-4), ainsi qu'une quantité substantielle de gou- 
dron insoluble (composé polymérisé). Plusieurs des composés 
solubles sont des acides aminés constituant les protéines et beau- 
coup d’autres, comme nous allons le voir, sont également intéres- 
sants sur le plan biochimique. Des expériences analogues dans les- 
quelles les conditions expérimentales, le mélange de gaz et/ou la 
source d'énermie ont été modifhée ont conduit à la eunthèce de 
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FIGURE 1-37 Appareillage destiné à provoquer la synthèse de pro- 
duits organiques comme sur la Terre prébiotique. Un mélange de gaz 
censé correspondre à l'atmosphère réductrice de la Terre primitive est 
soumis à des décharges électriques. en vue de simuler les effets des 
éclairs, tandis que l'eau contenue dans le ballon est chauffée à reflux afin 
que les produits nouvellement formés se dissolvent dans l'eau et s'accu- 
mulent dans le ballon. [D'après Miller, S.L and Orgel, L.E., The Origins 
of Life on Earth. p. 84. Prentice-Hall (1974).) 


beaucoup d'autres acides aminés. Ces résultats, et la découverte de 
la présence de la plupart de ces mêmes acides aminés dans des 
météorites carbonées, suggèrent fortement que ces substances se 
trouvaient en quantités non négligeables sur la Terre initiale. En 
fait, il est probable qu'une abondance de molécules organiques ont 
été apportées sur la Terre primitive par les météorites qui l'ont 
bombardée si intensément. 

Les bases des acides nucléiques peuvent aussi être synthétisées 
dans ces conditions prébiotiques probables. En particulier, l'adé- 
nine peut être obtenue par condensation de HCN, composé abon- 
dant dans l'atmosphère prébiotique, via une réaction catalysée par 
NH, [remarquez que la formule brute de l'adénine est (HCN),]. 
Les autres bases ont été synthétisées par des réactions similaires 
impliquant HCN et H,0. Des sucres ont été obtenus par polymé- 
risation de la formaldéhyde (CH,0), grâce à des réactions cataly- 
sées par des cations s divalents, de l'alumine ou des argiles. Il n'est 
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TABLEAU 1-4 Rendements après décharges dans 
un mélange de CH,, NH,, H,0 et H, 
Composé Rendement (%) 
Glycine * 2.1 
Acide glycolique 1,9 
Sarcosine 0,25 
Alanine * 1,7 
Acide lactique 1.6 
N-Méthylalanine 0,07 
Acide @-amino-n-butyrique 0,34 
Acide &-aminoisobutyrique 0,007 
Acide a-hydroxybutyrique 0,34 
B-Alanine 0,76 
Acide succinique 0,27 
Acide aspartique * 0,024 
Acide glutamique * 0,051 
Acide iminodiacétique 0,37 
Acide iminoacéticpropionic 0,13 
Acide formique 4,0 
Acide acétique 0,51 
Acide propionique 0,66 
Urée 0,034 
N-Methylurea 0,051 


* Acide aminé présent dans les protéines. 


Source : Miller, S.J. and Orgel, L.E., The Origins of Life on Earth, p. 85, 
Prentice-Hall (1974), 


des molécules biologiques. C'étaient apparemment les substances 
organiques les plus courantes dans les temps prébiotiques. 

Les réactions prébiotiques décrites ci-dessus ont pu se mani- 
fester pendant plusieurs centaines de millions d'années. Finale- 
ment, on suppose que les océans présentaient la consistance orga- 
nique d'une soupe diluée. Certes, on peut penser que dans 
beaucoup d'endroits, tels que les mares laissées par les marées ou 
les lacs peu profonds, la soupe prébiotique était beaucoup plus 
concentrée, De tels environnements devaient permettre l'associa- 
tion des molécules organiques pour donner des polypeptides et des 
polynucléotides (acides nucléiques) par exemple. Il est très vrai- 
semblable que ces réactions étaient catalysées par adsorption des 
molécules réactionnelles sur des minerais tels que les argiles. 
Cependant, pour que la vie puisse apparaître, les vitesses de syn- 
thèse de ces polymères complexes devaient être très supérieures 
aux vitesses de leur hydrolyse. Par conséquent, la « mare » dans 
laquelle la vie est apparue devait être plutôt froide que chaude, 
peut-être même à une température inférieure à 0 °C (l'eau de mer 
ne gèle pour se retrouver à l'état solide qu'en dessous de -21 °C), 
car les réactions d'hydrolyse sont fortement ralenties à des tempé- 
ratures aussi basses. 


C. L'émergence des systèmes vivants 


Les systèmes vivants ont la faculté de s “autorépliquer. La com- 
plexité inhérente à ce processus est telle qu'aucune invention 
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clair qu'il n'existe qu'une probabilité infinitésimale pour qu'un 
mélange de molécules se rassemble au hasard pour donner une 
entité vivante (on a dit que la chance qu'une cellule vivante se 
forme spontanément à partir de simples molécules organiques pou- 
vait être comparée à celle qu'un avion à réaction moderne soit 
assemblé par un ouragan soufflant sur un entrepôt de pièces déta- 
chées). Comment la vie a-t-elle pu apparaître ? Il est très vraisem- 
blable qu'elle a été guidée selon le principe darwinien de la survie 
au mieux adapté, transposé à l'échelle moléculaire. 


a. La vie est née probablement suite à la formation de 
molécules d'ARN autoréplicatives 


Beaucoup pensent que le système autoréplicatif initial était 
constitué par un rassemblement de molécules d'acides nucléiques 
car, comme nous l'avons vu dans la Section 1-3 C, de telles molé- 
cules peuvent diriger la synthèse de molécules qui leur sont com- 
plémentaires. L'ARN, tout comme l'ADN, peut diriger la synthèse 
d'un brin complémentaire, En fait, l'ARN est le matériel hérédi- 
taire de nombreux virus (Chapitre 33). La polymérisation des 
molécules progénotes devait être due, en premier lieu, à un simple 
processus chimique et par conséquent devait manquer de précison. 
Les premières molécules progénotes ne pouvaient donc être qu'ap- 
proximativement complémentaires aux molécules parentales. 
Néanmoins, des cycles répétés de synthèse d'acides nucléiques 
auraient probablement épuisé le stock de nucléotides libres, d’où 
une vitesse de synthèse de nouvelles molécules d'acide nucléique 
limitée par la vitesse de dégradation des molécules anciennes. Sup- 
posez qu'au cours de ce processus une molécule d'acide nucléique 
née au hasard soit plus résistante que ses cousines, en vertu d'une 
structure repliée. La descendance de cette molécule ou, tout au 
moins, ses copies les plus fidèles, auraient pu se propager aux 
dépens des molécules non résistantes ; autrement dit, les molécules 
résistantes auraient eu un avantage darwinien sur leurs voisines. 
Des études théoriques indiquent qu'un tel système de molécules 
évoluerait afin d'optimiser l'efficacité de sa réplication compte 
tenu de ses propres contraintes physiques et chimiques. 

On pense qu'au cours de l'étape suivante de l'évolution, les 
acides nucléiques dominants ont acquis la propriété d'influencer 
l'efficacité et la précision de leur propre réplication. Chez les 
êtres vivants, ce processus implique la synthèse ribosomiale, diri- 
gée par les acides nucléiques, des enzymes qui catalysent la syn- 
thèse d'acides nucléiques. On ignore comment une synthèse pro- 
téique dirigée par des acides nucléiques aurait pu être assurée 
avant que n'apparaissent les ribosomes, car les acides nucléiques 
n'ont pas la propriété d'interagir avec des acides aminés déter- 
minés. Cette difficulté illustre le problème majeur de la recons- 
titution du cheminement de l’évolution prébiotique. Supposez 
l'apparition d'un quelconque système rudimentaire d'acides 
nucléiques susceptible d'améliorer l'efficacité de leur propre 
réplication. Ce système a dû être finalement remplacé, vraisem- 
blablement sans laisser de témoignage de son existence, par le 
système ribosomial beaucoup plus efficace. Notre système hypo- 
thétique de synthèse d'acides nucléiques est donc analogue à 
l'échafaudage utilisé pour la construction d’un bâtiment. Une fois 
le bâtiment construit, l'échafaudage est enlevé sans laisser la 
trace de sa présence. La plupart des idées développées dans cette 
section doivent donc être considérées comme de pures conjec- 
tures intellectuelles. Faute d'avoir assisté à l'événement. il 
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semble improbable que nous puissions jamais savoir avec certi- 
tude comment la vie est apparue. 

Quant à l'évolution des systèmes autoréplicants, on peut 
admettre qu'ils étaient initialement constitués uniquement d'ARN, 
scénario appelé le « monde de l'ARN ». Cette idée est fondée, en 
partie, sur l'observation que certains types d'ARN présentent des 
propriétés catalytiques analogues à celles des enzymes (Section 
31-4A). De plus, puisque les ribosomes sont formés pour environ 
2/3 d'ARN et pour seulement 1/3 de protéines, il est plausible que 
les premiers ribosomes étaient de l'ARN à 100 %. Une relation de 
coopération entre ARN et protéines a pu s'établir quand ces pro- 
toribosomes autoréplicants ont acquis la propriété d’influencer la 
synthèse des protéines pour accroître l'efficacité et/ou la précision 
de la synthèse d'ARN. Partant, l'ARN serait la première molécule 
de la vie ; la participation de l'ADN et des protéines correspon- 
drait à des raffinements ultérieurs qui auraient amélioré les apti- 
tudes darwiniennes d'un système autoréplicatif déjà présent. 

Les différents systèmes décrits ci-dessus étaient limités à la 
«mare » primitive, Un système autoréplicant qui aurait développé 
une structure plus efficace aurait dû, par conséquent, partager ses 
avantages avec tous les «habitants» de la «mare», un cas de 
figure qui diminue l'avantage sélectif de l'amélioration. Ce n'est 
qu'en formant des compartiments, c'est-à-dire des cellules, que les 
systèmes biologiques en cours d'élaboration pouvaient recueillir 
pour leur bénéfice propre toute amélioration nouvelle. Ce faisant, 
la formation de cellules permettait de conserver et protéger tout 
système autoréplicatif, l'aidant ainsi à s’émanciper de sa « mare » 
d'origine, En fait, l'importance de la compartimentation est telle 
qu'elle a pu précéder l'élaboration de systèmes autoréplicants. 
Toutefois, la formation des frontières cellulaires a son prix. 
Comme nous le verrons dans d’autres chapitres, les cellules doi- 
vent consacrer beaucoup de leur énergie métabolique à assurer le 
transport sélectif de substances au travers de leurs membranes cel- 
lulaires. Actuellement, on ne sait rien de la manière dont les fron- 
tières cellulaires ont été créées, ni de leur constitution. Toutefois, 
une théorie plausible veut que les membranes seraient apparues 
comme des vésicules vides dont les surfaces externes auraient 
servi de sites de liaison pour des entités telles que les enzymes et 
les chromosomes, ce qui aurait facilité leurs fonctions. L'évolution 
aurait alors aplati et plissé ces vésicules, de sorte qu'elles englo- 
bent les assemblages moléculaires qui leur étaient associés, for- 
mant ainsi les premières cellules. 


b. La lutte pour les ressources énergétiques a conduit au 
développement des voies métaboliques, de la 
photosynthèse et de la respiration 


À ce stade de leur développement, les entités que nous avons 
décrites répondaiïent déjà aux critères de la vie proposés par 
Horowitz (réplication, catalyse, mutabilité). Les réactions de 
polymérisation qui permettaient à ces organismes primitifs de se 
répliquer dépendaient complètement de l'environnement pour 
l'apport des monomères indispensables et des composés riches 
en énergie comme l'ATP ou, plus vraisemblablement, de simples 
polyphosphates, moteurs de ces réactions. Lorsque certains des 
composants indispensables contenus dans la soupe prébiotique se 
firent rares, les organismes élaborèrent des systèmes enzyma- 
tiques capables de synthétiser ces substances à partir de précur- 
seurs plus simples et plus abondants. D'où le dévelonnement de 
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voies métaboliques productrices d'énergie. Cependant, ce progrès 
ne fit que retarder une «crise de l'énergie», car ces voies 
devaient consommer d'autres substances riches en énergie pré- 
existantes. La rareté croissante de toutes ces substances condui- 
sit finalement au développement de la photosynthèse, qui per- 
mettait de tirer parti d'une source énergétique pratiquement 
inépuisable : le soleil. Toutefois, ce processus, comme nous 
l'avons vu dans la Section 1-1A, consomme des agents réduc- 
teurs comme H,S. L'épuisement de ces substances conduisit à un 
raffinement du processus de la photosynthèse où H,0 (substance 
ubiquitaire) devint l'agent réducteur, avec la formation d'O, 
comme produit annexe. La découverte récente, dans des roches 
datant d'environ 3,5 milliards d'années, de micro-organismes fos- 
silisés apparentés aux cyanobactéries, plaide en faveur du fait que 
la photosynthèse productrice d'oxygène est apparue très tôt dans 
l'histoire de la vie. 


L'apparition de la photosynthèse souleva un nouveau pro- 
blème. L'accumulation d'O,, une molécule très réactive qui finit 
par transformer l'atmosphère réductrice de la terre prébiotique en 
l'atmosphère oxydante actuelle (21 % O,), a pu perturber les sys- 
tèmes métaboliques qui avaient été conçus pour fonctionner dans 
des conditions réductrices. L'accumulation d'oxygène a donc 
conduit à des perfectionnements métaboliques destinés à proté- 
ger les organismes contre des dommages dus à l'oxydation. Plus 
important, elle conduisit à l'élaboration d'une forme de méta- 
bolisme énergétique beaucoup plus efficace que ce qui était 
possible jusqu'alors, la respiration (métabolisme oxydatif), 
laquelle utilisa comme agent oxydant l'oxygène devenu ainsi dis- 
ponible. 


Comme nous l'avons déjà souligné, les systèmes de base de la 
réplication et du métabolisme des organismes actuels sont apparus 
très tôt dans l'histoire de la vie sur Terre. En fait, beaucoup de pro- 
Caryotes modernes semblent identiques à leurs ancêtres éloignés. 
L'arrivée des eucaryotes, comme indiqué dans la Section 1-2, s’est 
produite peut-être 2 milliards d'années après que les procaryotes 
se soient solidement implantés. Selon les relevés fossiles, les orga- 
nismes multicellulaires ne sont apparus qu'il y a 700 millions 
d'années. Ils représentent donc une innovation relativement 
récente dans le cours de l'évolution. 


6 B LA LITTÉRATURE EN BIOCHIMIE 


La littérature biochimique représente des données obtenues depuis 
plus d'un siècle par des dizaines de milliers de chercheurs. Par 
conséquent, un traité de biochimie ne peut rendre compte que des 
résultats les plus marquants dans cette masse d'information. De 
plus, la vitesse considérable (probablement supérieure à celle des 
autres disciplines intellectuelles) à laquelle s'accumulent les 
connaissances en biochimie signifie que des avancées importantes 
seront obtenues à coup sûr pendant l'année nécessaire à la sortie 
de ce livre. Un étudiant en biochimie sérieux doit donc consulter 
régulièrement la littérature biochimique pour étoffer les questions 
qui sont traitées (ou omises) dans cet ouvrage, et pour se tenir au 
courant des dernières découvertes. Cette section suggère quelques 
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A. Conduire une recherche bibliographique 


La littérature de base en biochimie, qui reprend les résultats des 
recherches dans cette discipline, correspond à des dizaines de 
milliers d'articles par an dans plus de 200 périodiques. On ne 
peut donc consulter cette littérature volumineuse que de manière 
très sélective, La plupart des biochimistes se limitent aux pério- 
diques susceptibles de publier des résultats qui les concernent 
directement, En fait, ils parcourent la table des matières de ces 
périodiques pour trouver des titres d'articles suffisamment inté- 
ressants. 

Il est difficile de se mettre au courant d'un nouveau sujet en 
commençant par les articles parus dans les différents périodiques. 
Il est préférable, afin d’avoir une vue d'ensemble d'un sujet de 
biochimie particulier, de commencer par les revues et monogra- 
phies qui s'y rapportent. Ils présentent généralement un résumé 
des travaux récents (au moment de leur publication) dans le 
domaine concemé, souvent du point de vue personnel des 
auteurs. Îl y a, en gros, deux types de revues: celles qui sont 
surtout un travail de compilation, et celles qui évaluent de façon 
critique les résultats et s'efforcent de les replacer dans un 
contexte plus général. Ce dernier type de revue est, bien entendu, 
plus approprié, surtout pour quelqu'un qui n’a pas de connais- 
sances particulières sur le sujet. La plupart des revues sont 
publiées dans des ouvrages ou encore dans des périodiques spé- 
cialisés (Tableau 1-5), bien que beaucoup de périodiques qui 
publient des articles de recherche présentent de temps en temps 
des revues. 

Les monographies et revues relatives à un sujet donné sont 
généralement faciles à trouver grâce à l’utilisation des catalogues 
de bibliothèque et à l'index des principaux périodiques qui 
publient des articles de revue (les références données à la fin des 
chapitres de cet ouvrage peuvent également être utiles). La liste 
des références que l’on trouve dans de tels articles constitue un 
outil important. On y trouve les revues précédentes traitant des 
mêmes sujets ou de sujets voisins, ainsi que les références des 
articles de recherche les plus importants sur la question. Notez le 
nom des auteurs de ces articles ainsi que ceux des journaux dans 
lesquels ils publient. Quand les revues les plus récentes et les 
articles que vous avez trouvés renvoient aux mêmes articles anté- 
rieurs, votre recherche bibliographique est à jour. Enfin, pour vous 
familiariser avec les derniers développements sur le sujet, recher- 
chez les publications les plus récentes des groupes de chercheurs 
les plus actifs dans ce domaine. 

Biological Abstracts, Chemical Abstracts et Science Citation 
Index sont très utiles pour situer les références. Ces abrégés don- 
nent, à la fois par auteur et par sujet, la liste des articles parus dans 
de très nombreux périodiques. Les Biological Abstracts et Chemi- 
cal Abstracts résument en anglais les articles répertoriés (y com- 
pris beaucoup d'articles écrits en langue étrangère). Science Cita- 
tion Index publie la liste de tous les articles parus une année 
donnée et qui citent une publication antérieure particulière, ce qui 
permet de suivre les développements successifs dans un domaine 
spécifique. 

La plupart des bibliothèques universitaires sont abonnées, via 
le web, à des services de recherche de références informatisés tels 
que ceux de Chemical Abstracts Services (CAS online), Current 
contents, Medline et Science Citation Index. Medline peut être 
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TABLEAU 1-5 Quelques périodiques de biochimie 


Accounts of Chemical Research 

Advances in Enzymology and Related Areas of Molecular 
Biology 

Advances in Protein Chemistry 

Angewandte Chemie, International Edition in English® 

Annual Review of Biochemistry 

Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure 

Annual Review of Cell and Developmental Biology 

Annual Review of Genetics 

Annual Review of Immunology 

Annual Review of Medicine 

Annual Review of Microbiology 

Annual Review of Physiology 

Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular 
Biology 

Biochemical Journal 

BioEssays 

Cell® 

Chemistry and Biology 

Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 

Critical Reviews in Eukaryotic Gene Expression 

Current Biology 

Current Opinion in Biotechnology" 

Current Opinion in Cell Biology 

Current Opinion in Genetics and Development 

Current Opinion in Structural Biology 

Essays in Biochemistry 

FASEB Journal” 

Harvey Lectures 

Journal of Biological Chemistry" 

Methods in Enzymology 

Nature” 

Nature Reviews Molecular Cell Biology 

Nature Structural Biology” 

Proceedings of the National Academy of Sciences USA® 

Progress in Biophysics and Molecular Biology 

Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 

Protein Science* 

Quarterly Reviews of Biophysics 

Science* 

Scientific American 

Structure” 

Trends in Biochemical Sciences 

* Périodiques qui publient essentiellement des articles de recherche. 
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Information (NCBI) (htp://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed) et le 
BioMedNet (http://www.bmn.com). Si l’on s’en sert correctement, 
ces services de recherche bibliographique sont des outils extrême- 
ment efficaces pour trouver des renseignements précis. 


B. Lire une publication 


Les articles de recherche sont généralement divisées en cinq par- 
ties. On y trouve un résumé avant (ou après pour certains journaux) 
l'article lui-même. L'article continue (ou commence) par une 
introduction, qui contient généralement une mise au point sur le 
domaine de recherche concerné, le but du travail et un aperçu des 
conclusions. Dans la section suivante sont décrites les méthodes 
expérimentales. Viennent ensuite la présentation des résultats et 
enfin une discussion qui met en évidence les conclusions et les 
confronte à celles d’autres travaux dans le domaine. La plupart des 
publications sont des «articles» qui peuvent couvrir plus d’une 
dizaine de pages, Cependant, beaucoup de périodiques présentent 
également des « communications », d'une à deux pages en général, 
publiées plus rapidement que les articles. 

Savoir lire un article scientifique n'est pas évident. Il ne faut 
surtout pas lire l’article d’un bout à l'autre comme on lirait une 
« nouvelle ». En fait, la plupart des chercheurs ne lisent que rare- 
ment un article dans sa totalité, C’est une perte de temps et d'effi- 
cacité, Ils préfèrent examiner rapidement certaines parties de l'ar- 
ticle et n’approfondir que ce qui retient leur attention. Le 
paragraphe suivant donne une méthode de lecture relativement 
efficace des articles scientifiques. /{ s'agit d'une méthode active, 
où le lecteur doit constamment évaluer ce qu'il lit et le rattacher 
à ses propres connaissances. De plus, le lecteur doit garder un 
esprit critique car tout article peut comporter des erreurs, notam- 
ment dans l'interprétation des résultats expérimentaux et dans les 
hypothèses que ceux-ci évoquent. 

Si le titre d’un article éveille l'intérêt du lecteur, cet intérêt doit 
être confirmé par la lecture du résumé. Pour beaucoup d'articles, 
même ceux qui apportent des renseignements utiles, on peut s’en 
tenir là. Si vous décidez de continuer la lecture, lisez d'abord atten- 
tivement l'introduction qui vous donnera une vue générale du tra- 
vail publié. Arrivés là, la plupart des scientifiques chevronnés exa- 
minent les conclusions de l’article, afin de mieux comprendre ce 
qui a été trouvé. Si un effort supplémentaire semble utile, ils ana- 
lysent les résultats pour vérifier que les données expérimentales 
corroborent les conclusions. La partie concernant les méthodes 
n'est généralement pas lue en détail car, souvent écrite sous forme 
condensée, elle n'est guère compréhensible que pour un spécialiste 
du domaine des recherches. Toutefois, pour ces spécialistes, la des- 
cription des méthodes peut être la partie la plus intéressante de 
l'article. À ce stade, ce qui reste éventuellement à lire est dicté par 
les points qui resteraient à éclaircir. Dans la plupart des cas, on 
sera contraint de consulter des références citées dans l'article. De 
toute façon, à moins que vous n'ayez l'intention de refaire ou de 
poursuivre une partie des recherches décrites, il est rarement 
nécessaire de lire l’article en détail. Le faire de manière critique 
vous demanderait alors plusieurs heures pour un article de lon- 
gueur moyenne. 
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RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


18 Les procaryotes, Les procaryotes sont des organismes uni- 
cellulaires dépourvus de noyau. La plupart des procaryotes ont des 
structures semblables : une paroi cellulaire rigide autour d'une mem- 
brane cellulaire qui renferme le cytoplasme. Le chromosome unique 
de la cellule est condensé pour former le nucléoïde, Escherichia coli, 
l'organisme le mieux caractérisé sur le plan biochimique, est un pro- 
caryote typique. Les procaryotes ont des besoins nutritifs très variés. 
Les chimiolithotrophes métabolisent des substances inorganiques. Les 
photolithotrophes, tels que les cyanobactéries, assument la photosyn- 
thèse, Les hétérotrophes, qui vivent grâce à l'oxydation de substances 
organiques, sont classés comme aérobies s'ils utilisent l'oxygène dans 
ce processus, et comme anaérobies s'ils utilisent d'autres agents oxy- 
dants comme accepteurs terminaux d'électrons. Les schémas tradi- 
tionnels de classification des procaryotes sont plutôt arbitraires car il 
n'y a que peu de corrélation entre leur morphologie et leur métabo- 
lisme. Toutefois, en comparant les séquences d'acides nucléiques et de 
protéines, on a pu montrer que tous les organismes vivants appartien- 
nent à trois branches distinctes de l'arbre de l'évolution: les Archea 
(archébactéries), les Bacteria (eubactéries) et les Eucarya (eucaryotes). 


28 Les eucaryotes. Les cellules des eucaryotes, beaucoup plus 
complexes que celles des procaryotes, sont caractérisées par la pré- 
sence de nombreux organites limités par des membranes. Le plus re- 
marquable d'entre eux est le noyau, qui contient les chromosomes de 
la cellule, et le nucléole, où sont assemblés les ribosomes. Le réticu- 
lum endoplasmique est le site de synthèse des lipides et des protéines 
destinées à être secrétées. La maturation ultérieure de ces produits a 
lieu dans l'appareil de Golgi. Les mitochondnies, sièges du métabo- 
lisme oxydauf, sont probablement issues d'une relation symbiotique 
entre une bactérie aérobie et un eucaryote primitif, Les chloroplastes, 
sièges de la photosynthèse chez les végétaux, sont de même issus d'une 
cyanobactérie. Parmi les autres organites eucaryotiques, on trouve le 
lysosome, qui est une vésicule de digestion intracellulaire, et le per- 
oxysome, qui contient une variété d'enzymes oxydatives, dont certaines 
conduisent à la formation d'H,0,. Le cytoplasme des eucaryotes com- 
porte un cylosquelette sous-jacent dans lequel on trouve les microtu- 
bules, constitués de tubuline ; les microfilaments, composés d'actine ; 
et les filaments intermédiaires, constitués de protéines différentes se- 
lon le 1ype cellulaire, Les eucaryotes présentent une diversité mor- 
phologique considérable, aussi bien au niveau cellulaire qu'au niveau 
de l'organisme, Ils sont répartis en quatre règnes: Protistes, Plantes, 
Champignons et Animaux. Le schéma du développement embryon- 
naire des êtres multicellulaires reflète partiellement l'histoire de leur 
évolution. 


38 La biochimie : prologue. Les organismes ont une structure 
hiérarchique que l'on retrouve jusqu'à l'échelle moléculaire. Ils ne 
contiennent que trois types de macromolécules de base: protéines, 
acides nucléiques et polysaccharides, ainsi que des lipides, tous étant 
constitués d'unités monomériques. La structure biologique native des 
macromolécules et des complexes supramoléculaires se forme grâce à 
un processus d'auto-assemblage, On ne sait pratiquement rien des mé- 
canismes d'auto-assemblage des structures biologiques plus com- 
plexes. Le métabolisme est organisé en une série de voies étroitement 
régulées. On distingue des voies cataboliques ou anaboliques, selon 
qu'elles assurent la dégradation ou la synthèse de molécules. La « mon- 
naie » courante dans tous ces processus est l'ATP, dont La synthèse peut 
être assurée par plusieurs voies cataboliques différentes et dont l'hy- 
drolyse rend possible la plupart des voies anaboliques. L'ADN, la mo- 
lécule garante de l'hérédité de la cellule, contient l'information géné- 
tique dans la séquence de ses bases, Les séquences de bases 
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trices pour leur propre réplication et pour la synthèse de brins d'ARN 
complémentaires. Les ribosomes synthétisent les protéines en réunis- 
sant les acides aminés entre eux selon l'ordre spécifié par la séquence 
des bases de l'ARN. 

4 B La génétique: vue d'ensemble. Les cellules eucaryotes 
contiennent un nombre caractéristique de paires de chromosomes ho- 
mologues. Au cours de la mitose, chaque cellule fille reçoit une copie 
de chacun de ces chromosomes, mais lors de la méiose chaque gamète 
ne reçoit qu'un membre de chaque paire de chromosomes homologues. 
La fécondation est la fusion de deux gamètes haploïdes pour former 
un zygote diploïde. D'après les lois mendéliennes de l'hérédité les ca- 
ractères présents sous des formes différentes, fixés dans des lignées 
pures, sont déterminés par différents allèles d'un même gène. Ces al- 
lèles peuvent être dominants, codominants ou récessifs, et déterminent 
ainsi le phénotype des hétérozygotes. Les différents gènes s'associent 
de manière indépendante quand ils sont localisés sur des chromosomes 
différents. La liaison génétique entre des gènes localisés sur le même 
Chromosome n'est toutefois pas totale, parce qu'il y a des échanges 
par crossing-over entre les chromatides homologues lors de la méiose. 
La fréquence avec laquelle les gènes différents se recombinent est fonc- 
tion de la distance physique entre eux, étant donné que le crossing- 
over est distribué de manière aléatoire le long d'un chromosome. Cette 
particularité permet la construction des cartes génétiques. Le test de 
complémentation permet de savoir si deux caractères récessifs dépen- 
dent d'allèles récessifs du même gène, ou de formes récessives de gènes 
différents. La nature des gènes répond en grande partie à l'aphorisme 
«un gène-un polypeptide ». Les souches mutantes de bactériophages 
sont détectées par leur aptitude à lyser leurs hôtes dans des conditions 
restrictives variées. L'analyse de La structure fine de la région r1/ du 
chromosome du bactériophage T4 a montré que la recombinaison peut 
avoir lieu à l'intérieur même d'un gène, que les gènes ont une struc- 
ture linéaire et non ramifiée, et que l'unité de mutation et de recom- 
binaison correspond à une paire de bases. 


58 L'origine de la vie. La vie est fondée sur le carbone qui, de 
tous les éléments du tableau périodique, est le seul à avoir une chimie 
suffisamment complexe et à pouvoir former un nombre pratiquement 
infini de chaînes stables d'atomes liés par covalence. Des réactions 
entre les molécules de l'atmosphère réductrice de la Terre prébiotique 
ont permis la formation de molécules organiques simples, précurseurs 
des molécules biologiques. Au cours de réactions catalysées notam- 
ment par les argiles, des polypeptides et des polynucléotides se sont 
formés. Ils ont évolué sous la pression de la compétition pour s'ap- 
proprier les unités monomériques disponibles. Finalement, un acide 
nucléique, très vraisemblablement de l'ARN, a acquis la propriété d'in- 
fluencer sa propre réplication en ordonnant la synthèse de protéines 
qui catalysent la synthèse de polynucléotides, Après quoi, les mem- 
branes cellulaires se sont constituées pour former des entités vivantes. 
Plus tard, des mécanismes métaboliques se sont mis en place afin de 
synthétiser les intermédiaires indispensables à partir de précurseurs dis- 
ponibles, ainsi que les composés riches en énergie nécessaires pour as- 
surer ces réactions. C'est ainsi que la photosynthèse et la respiration 
se mirent en place pour adapter les êtres vivants aux modifications 
qu'ils produisaient dans l'environnement. 

68 La littérature en biochimie. La vitesse à laquelle la littéra- 
ture biochimique s'accroît et son abondance nous contraignent à la 
consulter si l'on veut maîtriser une question de cette discipline. La lec- 
ture de revues permet d'accéder à une spécialité donnée. Pour se tenir 
au courant dans n'importe quel domaine, on doit cependant lire régu- 
lièrement les articles qui s'y rapportent, avec esprit critique et discer- 
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2. Sans les revoir, représentez schématiquement une cellule bacté- 
nienne et une cellule animale. Quelles sont les fonctions des différents orga- 
nites ? Combien d'ascendants différents acquis au cours de l'évolution une 
cellule animale type pourrait-elle avoir ? 


3. Comparez les rapports surface/volume d'une cellule d'E. coli 
typique (ses dimensions sont données avec le Problème 1) et d'une cellule 
eucaryote typique qui serait une sphère d'un diamètre de 20 pm. Comment 
cette différence affecte-t-elle le style de vie de ces deux types de cellules ? 
Afin d'améliorer leur pouvoir d'absorber des nutriments, les cellules à 
bordure en brosse de l'épithélium intestinal ont des plages « veloutées » 
de microvilli qui se projettent dans la lumière intestinale, De combien le 
rapport surface/volume de cette cellule eucaryote est-il modifié si 20% de 
sa surface sont recouverts de microvilli cylindriques d'un diamètre de 0,1 
um et d'une longueur de 1 pm, qui se présentent comme un quadrillage 
avec un espacement de 0,2 pm de centre à centre ? 

4. Plusieurs protéines d'E, coli se trouvent normalement à des concen- 
trations de deux molécules par cellule. Quelle est la concentration molaire 
d'une telle protéine (les dimensions d’E. coli sont données avec le Pro- 
blème 1)? Réciproquement, combien de molécules de glucose une cellule 
d'E, coli contient-elle, si la concentration interne en glucose est de | mM? 


5. L'ADN d'un chromosome d'E. coli est long de 1,6 mm lorsqu'il est 
en extension, et a un diamètre de 20 À. Quelle fraction d'une cellule 
d'E. coli est-elle occupée par son ADN (les dimensions d'une cellule 
d'E, coli sont données avec le Problème 1)? Une cellule humaine contient 
700 fois plus d'ADN qu'une cellule d'E. coli et est typiquement sphérique 
avec un diamètre de 20 pm. Quelle fraction d'une telle cellule humaine est 
occupée par son AND ? 

*6. Une nouvelle planète vient d'être découverte qui a approximative- 
ment la même orbite autour du soleil que la Terre, mais elle est invisible 
de la Terre car elle est toujours au côté opposé du soleil. Des sondes inter- 
planétaires ont déjà établi que cette planète à une atmosphère non négli- 
geable. L'Administration Nationale de l'Aéronautique et de l'Espace se 
prépare à lancer une nouvelle sonde inhabitée qui atterrira à la surface de 
la planète. Décrivez une expérience simple qui permettrait de déceler La 
présence de vie à la surface de cette planète (supposez, s'il y a vie, qu'il 
s'agirait vraisemblablement de micro-organismes, incapables donc de mar- 
cher vers les caméras vidéo de l'engin et de dire « Salut »). 

7. Il a été suggéré qu'en cas de guerre nucléaire totale, la Terre serait 
recouverte de nuages de poussière et de fumée, si bien que la surface 
entière de la planète serait plongée dans l'obscurité et donc extrêmement 
froide (bien en dessous de O °C) pendant plusieurs années (ce qu’on a 
dénommé l'« hiver nucléaire »). Dans ce cas, on pense que la vie eucaryo- 
tique serait exterminée et que les bactéries prendraient possession de La 
Terre. Pourquoi ? 

8. Mendel a utilisé le testcross comme méthode d'analyse génétique. 
Ce test consiste à croiser les hybrides F, avec le parent récessif. Quelle est 


la ségrégation attendue dans la descendance après un testcross mettant en 
jeu différentes couleurs de graines, chez le pois ? On peut poser la même 
question pour la gueule-de-loup (Antirrhinum), qui présente des couleurs 
de fleurs différentes (utiliser le parent à fleurs blanches comme testeur). 

9. La question de la paternité d'un enfant peut souvent être tranchée 
par des tests sanguins. Les groupes sanguins M, N et MN (Section 12-3E) 
dépendent de deux allèles L et L", à un locus; le groupe sanguin Rh* 
dépend d'un allèle dominant À, à un locus. Les loci L et À et ABO sont sur 
des chromosomes différents. Le tableau suivant présente les types sanguins 
pour les trois loci concernant une mère, ses trois enfants, et deux pères 
putatifs. Indiquer en justifiant, lorsque cela est possible, lequel peut être ou 
non le père de chaque enfant. 


Enfant 1 B M Rir 
Enfant 2 B MN Rh* 
Enfant 3 AB MN Rh* 
Mère B M Rh* 
Père 1 B MN Rh* 
Père 2 AB N Rh* 


10, La forme la plus fréquente de daltonisme consiste à ne pouvoir dis- 
tinguer la couleur rouge de la couleur verte, et elle affecte quasi unique- 
ment les hommes. Quels sont les génotypes et les phénotypes des enfants 
et des petits-enfants d'un homme daltonien et d'une femme sans ancêtre 
daltonien, en supposant que les enfants se marient avec des personnes sans 
ancêtres daltoniens ? 


11. On pense que les bactéries photosynthétiques vertes et pourpres 
sont semblables aux premiers organismes capables de réaliser la photosyn- 
thèse, Imaginez la composition de l'atmosphère terrestre lorsque ces orga- 
nismes firent leur apparition. 

12. Visitez votre bibliothèque de biochimie locale (il peut s'agir de la 
bibliothèque de biologie, de chimie ou de médecine). Repérez où sont ran- 
gées les publications récentes, les publications reliées et les livres. Feuille- 
tez la table des matières d’un important journal de biochimie classique tel 
que Biochemistry, Cell ou Proceedings of the National Academy of 
Sciences et choisissez un titre qui vous intéresse. Examinez l'article cor- 
respondant et notez comment il est construit. De même, parcourez un des 
articles du dernier volume de Annual Review of Biochemisty. 

13. En utilisant MedLine, recherchez les publications de votre cher- 
cheur préféré en biochimie au cours des cinq dernières années. Cette per- 
sonne pourrait être un récent lauréat du Prix Nobel ou quelqu'un de votre 
Université, Si vous utilisez le site web BioMedNet, vous devrez vous ins- 
crire via votre Institution (c'est gratuit) pour obtenir un nom d'utilisateur 
et un mot de passe. Attention: même si le nom de la personne de votre 
choix n'est pas courant, il n’est pas exclu que votre liste mentionne des 
publications de quelqu'un d'autre portant le même nom. 


1 M Propriétés de l'eau 
A. Structure et interactions 
B. L'eau en tant que solvant 
C. Mobilité du proton 

2 M Acides, bases et tampons 
A. Réactions acide-base 
B. Tampons 
C. Polyacides 


Les processus vitaux, tels que nous les connaissons, se déroulent 
en solution aqueuse, En effet, la vie sur Terre est apparemment née 
dans une sorte de mer primitive (Section 1-5B) et, comme l'indi- 
quent les traces fossiles, elle ne s'est aventurée en terrain sec que 
relativement récemment. Cependant, même les organismes qui ont 
acquis la capacité de vivre hors de l'eau contiennent toujours «un 
peu d'océan »: la composition des liquides intra- et extracellu- 
laires est très semblable à celle de l'eau de mer. Ceci est vrai même 
pour des organismes qui vivent dans des environnements aussi 
exceptionnels que les eaux saumâtres saturées, les sources d'eau 
chaude sulfureuse et acide, et le pétrole. 

L'eau est si banale que nous la considérons généralement 
comme un liquide insipide de nature simple. C'est pourtant un 
liquide réactif chimiquement et dont les propriétés physiques sont 
si extraordinaires que, si les chimistes l'avaient découverte récem- 
ment, elle aurait sans aucun doute été cataloguée comme substance 
insolite. 

Les propriétés de l'eau ont une portée biologique capitale, Les 
structures des molécules sur lesquelles la vie est fondée — pro- 
téines, acides nucléiques, lipides, glucides complexes — dépendent 
directement des interactions qu'elles établissent avec le milieu 
aqueux. L'ensemble des propriétés de solvant de l'eau lui permet- 
tent d'assurer de telles associations intra- et intermoléculaires, ce 
qu'aucun autre solvant ne peut faire. Bien que l'hypothèse d'une 
vie fondée sur d’autres polymères organiques que les protéines et 
les acides nucléiques soit plausible, il est inconcevable que l'orga- 
nisation structurale et la chimie complexe des êtres vivants puis- 
sent exister dans un autre milieu qu'un milieu aqueux. Des obser- 
vations directes de Mars, la seule planète du système solaire où 
règnent des températures compatibles avec la vie, montrent qu'il 
n'y a ni eau, ni vie, du moins en surface. 

Les structures et processus biologiques ne peuvent être compris 
qu'en fonction des propriétés physiques et chimiques de l'eau. 
Nous commencerons donc ce chapitre par une étude des proprié- 
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tés moléculaires et des propriétés de solvant de l'eau. Dans la sec- 
tion qui suit, nous envisagerons ses particularités chimiques, c’est- 
à-dire la nature des acides et bases en solution aqueuse. 


1 M PROPRIÉTÉS DE L'EAU 


Les propriétés physiques et les propriétés de solvant singulières de 
l'eau ont pour origine son extraordinaire cohésion interne compa- 
rée à celle des autres liquides. Dans cette section, nous étudierons 
les bases physiques de ce phénomène. 


A. Structure et interactions 


La molécule H,0 a une forme courbe avec une distance de 0,958 À 
pour la liaison O—H et un angle H—O-—H de 104,5° (Fig. 2-1). 
La différence d'électronégativité importante entre H et O confère 
un caractère ionique de 33 % à la liaison O—H, comme l'indique 
la valeur du moment dipolaire de la molécule d'eau, égale à 1,85 
unités debye. L'eau est sans aucun doute une molécule très polaire, 
propriété qui a des implications considérables pour les systèmes 
vivants, 


Surface de Rayon de 
van der \ van der Waals 
Waals  \ de O = 1,4 À 
, / Longueur de 
Rayon de la liaison covalente 
van der O—H = 0,958 À 


Waais de 
H=1,2À 


FIGURE 2-1 Structure de la molécule d'eau. Les contours du dessin 
représentent l'enveloppe de van der Waals de la molécule (où les facteurs 
attractifs des interactions de van der Waals équilibrent les facteurs répul- 
sifs). Les bras entre les atomes correspondent aux liaisons covalentes. 
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a. Les molécules d'eau s'associent par l'intermédiaire de 

liaisons hydrogène 

Les interactions électrostatiques entre les dipôles de deux 
molécules d'eau tendent à les orienter de sorte que la liaison 
O—H d'une molécule d'eau est dirigée vers le nuage d'électrons 
d'un doublet non partagé de l'oxygène de l'autre molécule d'eau. 
Il en résulte une association intermoléculaire vectorielle appelée 
liaison hydrogène (Fig. 2-2), une interaction au rôle crucial, aussi 
bien pour les propriétés de l’eau elle-même, que pour son rôle 
comme solvant biochimique. Généralement, on représente une 
liaison hydrogène ainsi : D—H ++. À où D—H est un «groupe don- 
neur» faiblement acide tel que N—H où O—H, et À un atome por- 
teur d'un doublet non partagé et donc un « atome accepteur » fai- 
blement basique tel que N ou O. Une liaison hydrogène est donc 
mieux représentée par FD—H% "A, où la séparation de charge 
dans la liaison D—H résulte de la plus grande électronégativité de 
D par rapport à H. La présence spécifique, au centre d’une telle 
liaison, d'un atome d'hydrogène et non pas d'un autre atome s'ex- 
plique par la petite taille de l'atome d'hydrogène. Seul le noyau de 
l'hydrogène peut s'approcher suffisamment du nuage d'électrons 
du doublet non partagé d'un atome accepteur pour établir une 
interaction électrostatique conséquente. De plus, comme l'indi- 
quent de récentes mesures par dispersion des rayons X, la liaison 
hydrogène est de nature partiellement (-10 %) covalente. 

Les liaisons hydrogène se caractérisent par une distance H :-- 
A qui est plus courte d'au moins 0,5 À que la distance de van der 
Waals (distance la plus courte qui sépare deux atomes non liés) 
calculée entre ces atomes, Par exemple, pour l'eau, la distance de 
la liaison hydrogène OH est -1,8 À contre 2,6 À pour la dis- 
tance de van der Waals correspondante. L'énergie de rupture d'une 
liaison hydrogène (-20 kJ'mol ! pour l’eau) est petite comparée à 
celle de liaisons covalentes (par exemple, 460 kJ'mol! pour une 
liaison O—H covalente). Toutefois, la plupart des molécules bio- 
logiques ont tellement de groupes qui établissent des liaisons 
hydrogène que celles-ci sont d'une importance capitale dans l'éla- 
boration de leurs structures tridimensionnelles et de leurs associa- 
tions intermoléculaires. Nous reverrons les liaisons hydrogène 
dans la section 8-4 B. 


b. Les propriétés physiques de la glace et de l’eau à l'état 
liquide sont essentiellement le résultat de liaisons 
hydrogène intermoléculaires 
La structure de la glace fournit un exemple frappant de la force 

cumulée de nombreuses liaisons hydrogène. Des études de dif- 

fraction des rayons X et des neutrons, ont montré que les molé- 
cules d'eau dans la glace sont agencées selon une structure anor- 
malement ouverte. Chaque molécule d'eau se trouve au centre 
d'un tétraèdre formé par les quatre molécules d'eau les plus 
proches reliées à la molécule d’eau centrale par des liaisons hydro- 
gène (Fig. 2-3). Pour deux de ces liaisons hydrogène, la molécule 
d'eau centrale est le donneur, et pour les deux autres, elle est l'ac- 
cepteur. Conséquence de cette structure ouverte, l'eau est une des 

très rares substances qui se dilate au cours du gel (à O °C, l'eau à 

l'état liquide a une densité de 1,00 g'mol !, tandis que la glace a 

une densité de 0,92 g° mol !). 

La dilatation de l'eau qui gèle a des conséquences exception- 
nelles pour la vie sur Terre. Si l'eau se contractait en gelant, elle 
deviendrait plus dense. La glace coulerait au fond des lacs et des 
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FIGURE 2-2 Une liaison hydrogène entre deux molécules d'eau, La 
force de cette interaction est maximale quand la liaison covalente O—H 
est dirigée vers le nuage d'un doubler d'électrons non partagé de l'atome 
d'oxygène auquel la molécule d'eau est liée par liaison hydrogène, 


FIGURE 2-3 Structure de la glace. L'arrangement tétraédrique des molé- 
cules d'eau est dû à la disposition quasi- tétraédrique des orbitales hybrides 
sp” (deux contenant une paire d'électrons de liaison O—H, deux contenant 
une paire d'électrons libre) de chaque atome d'oxygène (Fig. 2-2). Les 
atomes d'oxygène et d'hydrogène sont représentés, respectivement, par 
des sphères rouges et blanches, et les liaisons hydrogène par des pointillés. 
Noter la structure ouverte de la glace qui lui confère sa faible densité par 
rapport à l'eau liquide. [D'après Pauling, L., The Nature of the Chemical 
Bond (3° éd.) p. 465, Comell University Press (1960).] 


bien que les océans, à l'exception d'une mince couche de liquide 
à la surface par temps chaud, se trouveraient en permanence sous 
forme solide gelée (l'eau à grandes profondeurs, même dans les 
océans tropicaux, est proche de 4°C, température à laquelle sa 
densité est maximum), La réflection de la lumière du soleil par ces 
océans gelés et leur effet de refroidissement de l'atmosphère don- 
neraient des températures sur la terre beaucoup plus froides que 
maintenant ; autrement dit, la Terre se trouverait constamment à 
l'ère glaciaire, De plus, puisque la vie est vraisemblablement appa- 
rue dans l'océan, il paraît improbable que la vie aurait pu se déve- 
lopper si la glace se contractait après le gel. 

Bien que la fusion de la glace corresponde à l'effondrement de 
sa structure agencée par liaisons hydrogène, de telles liaisons per- 
sistent entre les molécules d'eau à l'état liquide. La chaleur de 
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lement environ 6 kJ°mol ! de cette valeur peuvent être attribués à 
l'énergie cinétique des molécules d'eau à l'état gazeux. Les 
41 KJ'mol! restants doivent, par conséquent, correspondre à 
l'énergie nécessaire pour rompre les interactions par liaisons 
hydrogène qui maintiennent le cristal de glace. La chaleur de 
fusion de la glace (6,0 kJ°mol !) représente -15% de l'énergie 
nécessaire pour détruire la structure de la glace. L'eau à l'état 
liquide ne présente donc qu'environ 15% de moins de liaisons 
hydrogène que la glace à 0 °C. De fait, le point d'ébullition de 
l'eau est supérieur de 264 °C à celui du méthane (CH,), une sub- 
stance qui a presque la même masse moléculaire que l'eau mais 
qui est incapable d'établir des liaisons hydrogène (en l'absence 
d'associations intermoléculaires, des substances qui ont des 
masses moléculaires égales devraient avoir des points d’ébullition 
identiques). Ceci reflète l'extraordinaire cohésion interne de l'eau 
à l'état liquide, due à ses liaisons hydrogène intermoléculaires. 


c. La structure de l’eau à l’état liquide luctue rapidement 

Des mesures de diffraction de rayons X et de neutrons par les 
molécules d’eau ont révélé une structure complexe. A une tempé- 
rature proche de 0 °C la distance moyenne entre O---0O les plus 
proches est de 2,82 À, soit légèrement supérieure à la distance cor- 
respondante de 2,76 À trouvée dans la glace, et ce, malgré la den- 
sité plus élevée à l’état liquide, Ces mesures par rayons X mon- 
trent également que chaque molécule d'eau est entourée en 
moyenne par 4,4 molécules voisines les plus proches, ce qui sug- 
gère fortement que la structure de base de l’eau à l’état liquide est 
essentiellement tétraédrique. Cette conclusion est corroborée par 
les distances intermoléculaires supplémentaires de 4,5 et -7,0 )'À 
trouvées dans l'eau à l’état liquide, qui correspondent à peu près 
aux distances qui sépareraient les deuxième et troisième molécules 
les plus proches dans une structure tétraédrique de type glace. Tou- 
tefois, l'eau à l'état liquide présente également une distance inter- 
moléculaire de 3,5 À, laquelle ne peut s'expliquer par une struc- 
ture de type glace. De plus, ces distances moyennes deviennent 
beaucoup moins bien discemables lorsqu'on approche des tempé- 
ratures physiologiques, ce qui traduit la destruction de la structure 
de base de l’eau par la chaleur. 

La structure de l’eau à l’état liquide n'est pas facile à décrire. 
En effet, ue molécule d'eau se réoriente environ une fois 
toutes les 107"* s, ce qui rends la détermination de la structure ins- 
tantanée de l’eau un problème difficile à résoudre, tant sur le plan 
expérimental que théorique (peu de techniques expérimentales 
peuvent effectuer des mesures dans des temps aussi courts). En 
réalité, ce n’est que grâce à l'avènement récent de nouvelles 
méthodes de calcul que les théoriciens sont en passe de décrire la 
structure intermoléculaire de l'eau à l'état liquide. 

En majorité, les molécules de l’eau à l’état liquide sont cha- 
cune réunies par liaisons hydrogène aux quatre molécules les plus 
proches comme dans la glace. Cependant, ces liaisons hydrogène 
sont déformées, ce qui rend les réseaux de molécules liées irrégu- 
liers et variés, le nombre de liaisons hydrogène établies par chaque 
molécule variant de 3 à 6. Par exemple, on trouve fréquemment 
dans l’eau à l’état liquide des cycles de 3 à 7 unités de molécules 
liées par liaisons hydrogène (Fig. 2-4), au lieu des cycles à 6 uni- 
tés -tels que dans le cyclohexane — caractéristiques de la glace 
(Fig. 2-3). De plus, ces réseaux se font et se défont continuelle- 
ment dans des temps de l'ordre de 2 x 10°!! s. L'eau à l'état 
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FIGURE 2-4 Structures trimérique, tétramérique et pentamérique de 
l'eau telles que prédites par la théorie et confirmées par la spectro- 
scopie. Noter que ces cycles sont pratiquements plans, chaque molécule 
d'eau se comportant aussi bien comme donneur que comme accepteur de 
liaison hydrogène et les atomes d'hydrogène libres se projetant au dessus 
et en dessous du plan. [D'après Liu, K., Cruzan, 1. D.. and Saykelly, R.]J., 
Science 271, 930 (1996).] 


liquide forme donc un réseau de molécules unies par liaisons 
hydrogène qui varie constamment et qui ressemble, sur des dis- 
tances très courtes, au réseau qu'on trouve dans la glace. 


B. L'eau en tant que solvant 


La solubilité est due à la propriété d'un solvant d'interagir plus for- 
tement avec les molécules d’un soluté que les particules de soluté 
n'interagissent entre elles. On dit de l’eau qu'elle est le « solvant 
universel ». Bien que cet énoncé ne puisse être pris au pied de la 
lettre, l'eau dissout plus de catégories de substances et en plus 
grandes quantités que n'importe quel autre solvant. En particulier, 
le caractère polaire de l'eau en fait un solvant excellent pour les 
substances polaires et ioniques, que l'on qualifie, pour cette raison, 
d'hydrophiles (du grec, hydro, eau et philos, qui aime). Par 
ailleurs, les substances non polaires sont pratiquement insolubles 
dans l'eau («l'huile et l’eau ne se mélangent pas ») et sont donc 
qualifiées d'hydrophobes (du grec, phobos, peur). Toutefois, les 
substances non polaires sont solubles dans des solvants non 
polaires tels que CCI, ou l’hexane. On peut résumer ceci par la 
maxime « qui se ressemble s'assemble ». 

Pourquoi les sels se dissolvent-ils dans l’eau ? La cohésion des 
sels tels que NaCT ou K,HPO, est assurée par des forces ioniques. 
Les ions d'un sel, comme toute charge électrique, interagissent 
selon la loi de Coulomb : 

kgi4; 

dis Dr° 
où F est la force qui naît entre les deux charges g, et q,. séparées 
par la distance r, D étant la constante diélectrique du milieu 
ambiant, et k# une constante de proportionnalité (8,99 x 
10 Im°C Donc à la constante diélectrinne d'un milien 10- 
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mente, la force entre les charges qui s'y trouvent diminue ; autre- 
ment dit, la constante diélectrique d'un solvant est une mesure de 
sa capacité à séparer des charges de signe opposé. Dans le vide, D 
est égal à | et dans l'air, elle est à peine supérieure. Les constantes 
diélectriques de plusieurs solvants usuels et leurs moments dipo- 
laires permanents sont donnés dans le Tableau 2-1. Notez que ces 
valeurs ont tendance à varier dans le même sens, bien que de façon 
irrégulière. 

La constante diélectrique de l'eau est parmi les plus élevées de 
n'importe quel liquide pur, alors que celles des substances non 
polaires telles que les hydrocarbures, sont relativement faibles. La 
force entre deux ions séparés par une distance donnée est, par 
conséquent, 30 à 40 fois supérieure dans des liquides non polaires 
tels que l’hexane ou le benzène à ce qu'elle est dans l'eau. Ainsi, 
dans des solvants non polaires (faible valeur de D), les ions de 
charge opposée s'attirent l'un vers l'autre si fortement qu'ils 
fusionnent pour former un sel, alors que les forces beaucoup plus 
faibles entre ces ions en milieu aqueux (D élevée) permettent à une 
grande partie de ces ions de rester séparés. 

Un ion immergé dans un solvant polaire attire les extrémités de 
charge opposée des dipôles du solvant, comme le montre la 
Fig. 2-5 dans le cas de l'eau. L'ion est ainsi entouré de plusieurs 
couches concentriques de molécules orientées du solvant. On dit 
que ces ions sont solvatés, ou hydratés si le solvant est l'eau. Le 
champ électrique formé par les dipôles du solvant s'oppose à celui 
de l'ion si bien que la charge ionique est répartie dans l'ensemble 
du complexe solvaté. Cet arrangement atténue fortement les forces 
de Coulomb interioniques, ce qui explique pourquoi les solvants 
polaires ont des constantes diélectriques si élevées. 

L'effet d'orientation des charges ioniques sur les molécules 
dipolaires est contrecarré par des mouvements d'origine ther- 
mique, qui ont tendance à réorienter continuellement toutes les 
molécules de façon aléatoire. Les dipôles d'un complexe solvaté 
ne sont donc que partiellement orientés. Si la constante diélec- 
trique de l’eau est aussi élevée, comparée à celle d'autres liquides 
ayant des moments dipolaires comparables, c'est en raison de la 
structure de l'eau maintenue par liaisons hydrogène qui lui permet 
d'adopter des structures orientées, lesquelles s'opposent au 
brouillage thermique, assurant ainsi une répartition beaucoup plus 
efficace des charges. 


TABLEAU 2-1 Constantes diélectriques et moments dipolaires 
moléculaires permanents de quelques solvants classiques 


Constante Moment dipolaire 
Solvant diélectrique (unités debye) 
Formamide 110,0 3,37 
Eau 78.5 1,85 
Diméthyl sulfoxyde 48,9 3,9% 
Méthanol 32,6 1,66 
Éthanol 243 1,68 
Acétone 20,7 2,72 
Ammoniac 16,9 1,47 
Chloroforme 48 1,15 
Ether diéthylique 4,3 1,15 
Benzéne 2,3 0,00 
Tétrachlorure de carbone 22 0,00 


| | SES Le 0 Cr 


FIGURE 2.5 Solvatation d'ions par des molécules d'eau orientées. 


Les liaisons dipolaires de molécules polaires non chargées les 
rendent solubles en solution aqueuse pour les mêmes raisons qui 
rendent les substances ioniques hydrosolubles. Les solubilités des 
substances polaires ioniques sont augmentées si elles portent des 
substituants fonctionnels tels que des groupes hydroxyle (—OH), 
céto (C—0), carboxyle (—CO,H ou COOH), ou amino (—NH,), 
qui peuvent établir des liaisons hydrogène avec l'eau comme le 
montre la Fig. 2-6. En fait, les biomolécules hydrosolubles telles 
que les protéines, les acides nucléiques et les glucides regorgent de 
tels groupes. Au contraire, les substances non polaires sont dépour- 
vues de groupes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène. 


a. Les molécules amphiphiles forment des micelles 

et des bicouches 

La plupart des molécules biologiques présentent à la fois des 
parties polaires (ou chargées) et non polaires si bien qu'elles sont 
simultanément hydrophiles et hydrophobes. De telles molécules, 
les acides gras par exemple (Fig. 2-7), sont appelées amphiphiles 
ou amphipathiques (du grec, amphi, les deux et pathos, passion). 
Comment les molécules amphiphiles se comportent-elles en milieu 
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FIGURE 2-6 Liaisons hydrogène entre groupes fonctionnels. Des liai- 
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Il 
CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH, — C— 0 
Palmitate (C,,H,,C00 ) 


H H 0 
CHLCHCHLCH,CHLOHLCHLCH, — Um — CHUCHLCILCHLCH,CH,CH, — aus 
Oleate (C,,H,43C00  ) 
FIGURE 2-7 Exemples d'acides gras sous forme anionique. Ils présentent un groupe carboxylate polaire 


associé à une longue chaîne hydrocarbonée non polaire. 


aqueux ? L'eau, bien sûr, a tendance à hydrater la partie hydrophile 
d'un amphiphile, mais elle a tendance, aussi, à exclure la partie 
hydrophobe. Les amphiphiles ont, par conséquent, tendance à 
former des agrégats structurés dispersés dans l’eau, De tels agré- 
gats peuvent prendre la forme de micelles, globules comprenant 
jusqu'à plusieurs milliers d'amphiphiles orientés de sorte que leurs 
groupes hydrophiles sont à la surface du globule, où ils peuvent 
interagir avec le solvant aqueux, tandis que leurs groupes hydro- 
phobes se regroupent au centre afin d'en exclure le solvant 
(Fig. 2-8a). Autre possibilité, les amphiphiles peuvent se disposer 
pour former des feuillets en bicouche ou des vésicules (Fig. 2-8b), 
dans lesquels les groupes polaires sont au contact de la phase 
aqueuse. 

Les interactions qui stabilisent une micelle ou une bicouche 
sont appelées collectivement forces hydrophobes ou interactions 
hydrophobes, pour signifier qu'elles résultent de la tendance de 
l'eau à exclure les groupes hydrophobes. Les interactions hydro- 
phobes sont relativement faibles comparées aux liaisons hydro- 
gène et ne sont pas orientées. Néanmoins, les interactions hydro- 
phobes jouent un rôle clé en biologie, car, comme nous le verrons 
dans d’autres chapitres, elles sont largement responsables de l'in- 
tégrité structurale des macromolécules biologiques (Sections 8-4C 
et 29-2C) ainsi que de celle des agrégats supramoléculaires comme 
les membranes. Notez que les interactions hydrophobes sont par- 
ticulières à un environnement aqueux. D'autres solvants polaires 
ne permettent pas de telles associations, 


C. Mobilité du proton 


Quand un courant électrique traverse une solution ionique, les ions 
migrent vers l'électrode de signe opposé à une vitesse proportion- 


(a) Micelle 


FIGURE 2-8 Associations de molécules amphipathiques en solutions 
aqueuses. Les groupes « de tête » polaires sont hydratés, alors que les 
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TABLEAU 2-2 Mobilités ioniques“ dans l'eau à 25 °C 


Mobilité x 10° 
lon (emv ts!) 
H,0* 362,4 
Li 40,1 
Na° 51,9 
KE 76.1 
NH, 76,0 
Mg” 55,0 
Ca* 61,6 
OH 197,6 
cr 763 
Br 783 
CH,C00" 409 
SO 798 


* La mobilité ionique est la distance parcourue par un ion en une seconde 
sous l'influence d'un champ électrique de ! volt par em. 


D'après Brey, WS., Physical Chemistry and its Biological Applications, 
p. 172, Academic Press (1978). 


nelle au champ électrique et inversement proportionnelle au frot- 
tement par friction subi par l'ion au cours de son déplacement dans 
la solution. Ce dernier facteur, comme le montre le Tableau 2-2, 
varie avec la taille de l'ion, Notez cependant que les mobilités 
ioniques de H,0° et OH sont anormalement élevées comparées à 


(b) Bicouche 


(b) Agrégat de molécules amphipathiques disposées selon un plan, appelé 
une bicouche, La bicouche peut former 4 uné ne enveloppe fermée sphérique, 
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FIGURE 2-9 Mécanisme de déplacement d'ions hydronium en solu- 
tion aqueuse par sauts de proton. Les sauts de proton, qui se font 
essentiellement au hasard, sont très rapides comparés à la migration 
moléculaire directe, ce qui explique les mobilités ioniques élevées obser- 
vées pour les ions hydronium et hydroxyle en solutions aqueuses. 


celles d’autres ions. Pour H,0° (ion hydronium, symbolisé par 
H* ; un proton nu n'est pas stable en solution aqueuse), ce dépla- 
cement rapide est dû à la capacité des protons à sauter d'une molé- 
cule d'eau à une autre comme le représente la Fig. 2-9, Bien qu'un 
ion hydronium donné puisse se déplacer dans une solution de la 
même manière qu'un ion Na° par exemple, la rapidité du méca- 
nisme de saut de proton fait que la mobilité ionique réelle de l'ion 
H,0" est beaucoup plus grande qu'elle ne le serait autrement (la 
durée de vie moyenne d'un ion H,0* donné est de 107 75 à 25 °C). 
La mobilité ionique anormalement élevée de l'ion OH s'explique 
également par le saut de proton mais, dans ce cas, le déplacement 
de l'ion se fait dans la direction opposée à celle du saut du proton. 
Le saut de proton explique également que les réactions acide-base 
soient parmi les réactions les plus rapides en milieu aqueux et ceci 
est probablement important dans les réactions biologiques de 
transfert de protons. 


2 M ACIDES, BASES ET TAMPONS 


Les molécules biologiques, telles que les protéines et les acides 
nucléiques, portent de nombreux groupes fonctionnels, comme les 
groupes carboxyle et aminé, qui peuvent être l'objet de réactions 
acide-base. Beaucoup de propriétés de ces molécules varient donc 
avec l'acidité des solutions dans lesquelles elles se trouvent. Dans 
cette section, nous étudions la nature des réactions acide-base et la 
manière dont les acidités sont contrôlées, tant dans l'organisme 
qu'au laboratoire. 


A. Réactions acide-base 


Les acides et les bases, selon la définition formulée par Svante 
Arrhénius dans les années 1880, sont des substances qui peuvent 
donner respectivement soit des protons, soit des ions hydroxyde. 
Cette définition est insuffisante car, par exemple, elle n'explique 


pas pourquoi NH,, auquel manque un groupe OH, possède les 
snsestésfts una tnse Colas sonne ABUS. Dh Sd ST LÉ, 


par Johannes Bronsted et Thomas Lowry en 1923, un acide est une 
substance qui peut céder des protons (comme dans la définition 
d'Arrhénius) et une base est une substance qui peut accepter des 
protons. D'après cette définition, dans chaque réaction acide base, 


HA +H,0 == H,0° + A 


un acide de Bronsted (ici HA) réagit avec une base de Bronsted 
(ici H,0) pour donner la base conjuguée de l'acide (A”) et l'acide 
conjugué de la base (H,0°) (cette réaction s'écrit généralement en 
abrégé HA == H° + A la participation de H,0 étant sous-enten- 
due). En conséquence, l'ion acétate (CH,COO") est la base conju- 
guée de l'acide acétique (CH, COOH) et l'ion ammonium (NH, a 
est l'acide conjugué de l'ammoniac (NH). (Dans une définition 
encore plus générale des acides et des bases, Gilbert Lewis décrit 
un acide de Lewis comme une substance capable d'accepter une 
paire d'électrons, et une base de Lewis comme une substance 
capable de donner une paire d'électrons. Cette définition, qui s'ap- 
plique aussi bien aux systèmes aqueux qu'aux systèmes non 
aqueux, est inutilement large pour décrire la plupart des phéno- 
mènes biochimiques). 


a. La force d’un acide est déterminée par sa constante de 
dissociation 
La réaction de dissociation d’un acide (cf. ci-dessus) est carac- 
térisée par sa constante d'équilibre qui, dans le cas des réactions 
acide-base, est appelée constante de dissociation, 


_ IHjO'IIAT 
IHAJIH,O] 


valeur qui mesure les affinités relatives pour le proton des paires 
acide-base conjuguées HA/A” et H,0*/H,0. Dans cet exemple, 
comme dans tout ce livre, les quantités mises entre crochets 
sy bolisent les concentrations molaires des substances indiquées. 
Comme dans les solutions aqueuses diluées la concentration 
de l'eau est iquement constante, soit [HO] = 
1000 g'L-}/18,015 g° mr = 55,5 M, ce terme est généralement 
associé à la constante de dissociation, qui donne alors l'expression 
suivante : 


[22] 


{(H°}[A7 

[HAI [23] 
Cependant, par concision nous omettrons désormais l'indice « a ». 
Les constantes de dissociation des acides utiles pour préparer des 
solutions en biochimie sont données dans le Tableau 2-3. 

Les acides peuvent être classés en fonction de leur force rela- 
tive, c'est-à-dire de leur aptitude à transférer un proton à l'eau. Les 
acides dont la constante de dissociation est inférieure à celle de 
H,0° (par définition égale à 1 en solutions aqueuses) ne s'ionisent 
que partiellement en solutions aqueuses et sont appelés acides 
faibles (K < 1). Au contraire, les acides forts ont des constantes 
de dissociation supérieures à celle de H,0° si bien qu'ils sont com- 
plètement ionisés en solutions aqueuses (K > 1). Les acides don- 
nés dans le Tableau 2-3 sont tous des acides faibles. Toutefois, de 
nombreux acides appelés «acides minéraux » tels que HCIO,, 
HNO,, HCI et H,S0, (pour la première ionisation) sont des acides 
forts. Puisque tous les acides forts cèdent rapidement tous leurs 
nnmnènne à EI PU 11,424, 1, Lis Lnse mul mont auîpstas da fonne stables 


K, = KIH,O] = 
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TABLEAU 2-3 Constantes de dissociation et pK à 25 °C de quelques acides utilisés couramment au laboratoire comme tampons en 


biochimie 
Acide 
Acide oxalique 
H,PO, 
Acide citrique 
Acide formique 
Acide succinique 
Oxalate 
Acide acétique 
Citrate 
Citrate 
Succinate 
Acide 2-(N-Morpholino)éthanesulfonique (MES) 
Acide cacodylique 
H,CO, 
Acide N-(2-Acétamido)iminodiacétique (ADA) 
Pipérazine-N,N'-bis(acide 2-éthanesulfonique) (PIPES) 
Acide N-(2-Acétamido)-2-aminoéthanesulfonique (ACES) 
H2PO, 
Acide 3- (N-Morpholino)propanesulfonique (MOPS) 
Acide N-2-Hydroxyéthylpipérazine-N'-2-éthanesulfonique (HEPES) 
Acide N-2-Hydroxyéthylpipérazine-N'-3-propanesulfonique (HEPPS) 
N-[Tris(hydroxyméthyl)méthyl]glycine (Tricine) 
Tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS) 
Glycylglycine 
NN'-Bis(2-hydroxyéthyl)glycine (Bicine) 
Acide borique 
NH; 
Glycocolle 
HCO, 
Pipéridine 
HPOF 


2 


K px 
5,37 x 10° 1,27 (pK!) 
7,08 x 10° 2,15 (pK!) 
741 x 10* 3.13 (pK') 
1,78 x 10* 3,75 
6,17 x 10° 4,21 (pK!) 
5,37 x 10° 4,27 (pK°) 
1,74 x 10° 476 
1,74 x 10° 4,76 (pK°) 
3,98 x 107? 5.40 (pK) 
2,29 x 10° 5,64 (pK°) 
8,13 x 107? 6,09 
5,37 x 10? 6.27 
4,47 x 10? 6.35 (p'} 
2,69 x 107? 6.57 
1,74 x 107 6.76 
1,58 x 10? 6.80 
1,51 x 107? 6.82 (pK°) 
7,08 x 10°* 7.15 
3,39 x 10* 747 
1,10 x 10* 7% 
8,91 x 10° 8,05 
8,32 x 10° 8,08 
5,62 x 10° 8,25 
5,50 x 10° 8,26 
5,75 x 10° 9.24 
5,62 x 10°" 9,25 
1,66 x 10° !° 9,78 
4,68 x 10°!! 10,33 (pA°) 
7,58 x 10°? 11,12 
4,17 x 10 12.38 (pK°) 


Principalement d'après Dawson et al. Data for Biochemical Research (3° édition), p. 424-425, Oxford Science Publications (1986) et Good et al. 


Biochemistry 5, 467 (1966). 


en solutions aqueuses est H,0°. De même, il ne peut y avoir de 
base plus forte en solutions aqueuses que OH. 
L'eau étant un acide, elle a une constante de dissociation : 


(H*I[OH-] 
(HO) 


Comme déjà vu, la constante [H,0] = 55,5 M peut être combinée 
à la constante de dissociation pour donner l'expression de la 
constante d'ionisation de l’eau, 


K,=1(H'} {0H} [2.4] 


La valeur de K, à 25 °C est de 107*M°, L'eau pure doit contenir 
des quantités équimoléculaires de H* et OH’, d'où [H‘}= [OH] = 
(K,)° = 107 M. Comme [H*] et [OH] sont liés réciproquement 
par l’éauation [2.41 si (H°1 est supérieure à cette valeur. [(OH1 


doit avoir une valeur correspondante inférieure et vice versa. Des 
solutions où [H*] = 1077 M sont dites neutres, celles où [H*] > 107? 
M sont dites acides et celles dont [H‘} < 107 M sont dites 
basiques. La plupart des solutions physiologiques ont des concen- 
trations en ions hydrogène proches de la neutralité, Par exemple, 
le sang humain est légèrement basique avec [H'} = 4,0 x 10 M. 

Les valeurs de [H*] pour la plupart des solutions sont malen- 
contreusement petites et difficiles à comparer, On doit à Syren 
Sorensen (1909) une valeur plus pratique, le pH: 


pH = —log [H°] [2.5] 


Le pH de l'eau pure est égal à 7,0, tandis que les solutions acides 
ont des pH < 7 et les solutions basiques des pH > 7. Pour une solu- 
tion d'acide fort 1 M, le pH = 0 et pour une solution de base forte 
1 M, le pH = 14. Notez que si deux solutions ne diffèrent que par 
une unité de 0H. elles diffèrent en (H'1 d'un facteur 10. Le 0H 
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d'une solution peut être déterminé de manière précise et facile par 
des mesures électrochimiques, grâce à un pH mètre. 


b. Le pH d'une solution est déterminé par les 
concentrations relatives d'acides et de bases 

La relation entre le pH d'une solution et les concentrations d’un 

acide et de sa base conjuguée peut être facilement déduite après 

réarrangement de l'Éq. [2.3] 


(H+] = K (rt) 
[A-] 


et substitution dans l'Ég. [2.5] 


pH = log K + ve ui) 
[HA] 


Début de Point de demi-utration Fin de 
titration (pH=pK) titratio 
14 

De [HA] > [A ] 1 [HA] < [A ] F 
13 
12 


0 
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 
Équivalents OH- 


FIGURE 2-10 Courbes de titration acide-base d'1 L de solutions 

1 M d'acide acétique, de H,PO, et de NH, par une base forte. Au 
début de chaque titration, la forme acide de la paire acide-base conjuguée 
prédomine très largement, Au point de demi-titration, où pH = pK, la 
concentration de l'acide égale celle de sa base conjuguée. Enfin, à la fin 
de la titration, où les équivalents en base forte ajoutés sont égaux aux 
équivalents d'acide présents au départ, la base conjuguée est en grand 
excès par rapport à l'acide. Les bandes ombrées indiquent les intervalles 
de pH à l'intérieur desquelss La solution correspondante peut agir vérita- 


Le 00 mé. Sama 


En définissant pK = -log K, par analogie avec l'Ég. [2.5], nous 
obtenons l'équation de Henderson-Hasselbalch : 


H = pK +1 Le La) 12.6] 
P og [HA] : 
Cette équation montre que le pK d'un acide est égal au pH de la 
solution quand les concentrations molaires de l'acide et de sa base 
conjuguée sont égales. Le Tableau 2-3 donne les valeurs de pK de 
plusieurs acides. 


B. Tampons 


Une goutte de 0,01 mL de HCI 1 M ajoutée à 1 L d'eau pure abais- 
sera le pH de l'eau de 7 à 5, ce qui correspond à une multiplica- 
tion de [H°] par 100. Néanmoins, puisque les propriétés des sub- 
stances biologiques varient significativement pour de faibles 
variations de pH, elles nécessitent un environnement où le pH est 
insensible à l'addition d'acides ou de bases. Pour bien comprendre 
comment cela est possible, étudions la titration d'un acide faible 
par une base forte, 

La Fig. 2-10 montre comment varie le pH d'un litre des solu- 
tions 1 M d'acide acétique, d'H,PO, et d'ion ammonium (NH) 
lorsqu'on ajoute des quantités progressives d'ion OH. Les 
courbes de titration telles que celles représentées à la Fig. 2-10 
ainsi que les courbes de distribution telles que celles représentées 
à la Fig. 2-11, peuvent être calculées en utilisant l'équation d'Hen- 
derson-Hasselbalch. Peu après le début du titrage, une fraction 
significative de A° présent résulte de la dissociation de HA. De 
même, près de la fin de la titration, beaucoup de HA provient de 
la réaction de A” avec H,0. Cependant, tout au long de la titration, 
les ions OH” ajoutés réagissent pratiquement complètement avec 
HA pour donner A”, de la sorte que : 


AIS 21 
[ 1=7 [2.7] 
où x représente les équivalents d'ions OH” ajoutés et V le volume 


de la solution. Si c, représente les équivalents de HA initialement 
présents, 


[2.8] 


En intégrant ces relations dans l'Éq. [2.6], on obtient : 


x 

po (2) (29) 
qui correspond précisément à l'équation d’une courbe de titration 
sauf aux extrémités (ces régions nécessitent des traitements plus 
précis qui tiennent compte des ionisations de l'eau). 

Plusieurs détails concernant les courbes de titration de la 
Fig. 2-10 sont à signaler : 

1. Les courbes ont une forme similaire mais sont décalées ver- 
ticalement le long de l'axe de pH. 


2. Le pH au point d'équivalence de chaque titration (où il y a 
autant d'équivalents OH” ajoutés que d'équivalents de HA présents 
initialement) est > 7 à cause de la réaction de A” avec H,0 pour 
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FIGURE 2-11 Courbes de distribution pour l'acide acétique et l'ion 
acétate selon le pH. La proportion de l'espèce présente est égale au rap- 
port de la concentration en CH, COOH ou CH,COO sur les concentra- 
tions totales de ces espèces. La région ombrée indique la zone tampon 
égale à pK + 1 généralement acceptée. 


3. Le pH au point d’inflexion de chaque titration est égal au 


pK de son acide correspondant ; d'après l'équation de Henderson- 
Hasselbalch, [HA] = [A']. 


4. La pente de chaque courbe de titration est beaucoup plus 
faible au niveau du point d'inflexion qu’à ses extrémités, Ceci 
signifie que lorsque [HA] = [4°], le pH de la solution est peu sen- 
sible à l'addition d'une base forte ou d'un acide fort. Une telle 
solution, connue sous le nom de tampon acide-base, s'oppose aux 
changements de pH car de petites quantités de H* ou OH” ajou- 
tées réagissent respectivement avec À ou HA présent sans modi- 
fier fortement la valeur de log ([A"J{HA)). 


a. Les tampons stabilisent le pH d’une solution 

Le pouvoir d’un tampon de s'opposer à des variations de pH 
après addition d'un acide ou d’une base est directement propor- 
tionnel à la concentration totale de la paire acide-base conjuguée, 
[HA] + [A]. Elle est maximale quand pH = pK et diminue rapi- 
dement après un changement de pH à partir de ce point. En règle 
général, un acide faible a un bon pouvoir tampon dans une zone 
de pH qui ne s'écarte pas de plus d'une unité du pK de l'acide (cf. 
les zones ombrées des Fig. 2-10 et 2-11). Au delà de cette zone, 
où le rapport [A JAHA] > 10, le pH de la solution varie rapidement 
après addition d’une base forte. Un tampon est également inopé- 
rant après addition d’un acide fort lorsque son pK excède le pH de 
plus de une unité, 

Les liquides biologiques intracellulaires ou extracellulaires 
sont fortement tamponnés. Par exemple, le pH du sang chez des 
individus en bonne santé est étroitement contrôlé à pH 7,4. Les 
ions phosphate et bicarbonate que l’on trouve dans la plupart des 
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liquides biologiques sont importants à cet égard car leurs pK se 
situent dans cette zone (Tableau 2-3). De plus, beaucoup de 
molécules biologiques, telles que les protéines, les acides 
nucléiques et les lipides, ainsi que de nombreuses petites molé- 
cules organiques, portent de nombreux groupes acides ou 
basiques qui jouent également un rôle tampon dans la zone du 
pH physiologique. 

Avant le début du vingtième siècle, on ignorait que les pro- 
priétés des molécules biologiques varient selon l'acidité de la solu- 
tion, si bien qu'à cette époque, l'acidité des préparations biochi- 
miques était rarement contrôlée. En conséquence, ces premières 
expériences biochimiques n’apportaient que de maigres résultats. 
Plus récemment, les préparations biochimiques ont été tamponnées 
systématiquement afin de simuler les propriétés des liquides bio- 
logiques naturels. Beaucoup d'acides faibles du Tableau 2-3 sont 
utilisés couramment comme tampons dans les préparations biochi- 
miques. En pratique, l'acide faible choisi et l'un de ses sels 
solubles sont dissous dans des proportions presque équimolaires 
pour avoir le pH désiré et, à l'aide d’un pH mètre, le pH de la solu- 
tion obtenue est ajusté par titrations avec un acide fort ou une base 
forte. 


C. Polyacides 


Des substances qui portent plus d'un groupe acide ou basique 
telles que H,PO, ou H,CO,, ainsi que la plupart des biomolécules, 
sont appelées polyacides. Les courbes de titration de ces sub- 
stances, comme le montre la Fig. 2-12 pour H,PO,, sont caracté- 
risées par plusieurs pK, un pour chaque étape d'ionisation. Les cal- 
culs exacts des concentrations des diverses espèces ioniques 
présentes pour un pH donné sont nettement plus complexes que 
dans le cas d’un monoacide. 

Les pK de deux groupes acide-base étroitement associés ne 
sont pas indépendants. La charge ionique qui résulte de la dis- 
sociation d'un proton inhibe de manière électrostatique la disso- 
ciation ultérieure d'un proton de la même molécule, augmentant 
ainsi les valeurs des pA correspondants. Cet effet, d’après la loi 
de Coulomb, diminue si la distance entre deux groupes ionisables 
augmente. Par exemple, les pK des deux groupes carboxyle 
adjacents de l'acide oxalique diffèrent de 3 unités de pH 
(Tableau 2-3) alors que ceux de l'acide succinique, où les 
groupes carboxyle sont séparés par deux groupes méthylène, dif- 
fèrent de 1,4 unités de pH. 


[e) [e) [e) 

HU | l I 
H—0—C—C—0—H H—0—C—CH,CH,—C—0—H 

Acide oxalique Acide succinique 


De même, des ionisations successives à partir d’un même centre, 
comme dans H,PO, ou H,CO,, donnent des p qui diffèrent de 4 
à 5 unités de pH. Si les pK d'ionisations successives d’un poly- 
acide diffèrent d'au moins 3 unités de pH, on peut supposer à juste 
titre, que, pour un pH donné, seuls les membres de la paire acide- 
base conjuguée qui présentent la valeur de pK la plus proche, 
seront en concentration significative, Bien sûr, ceci facilite consi- 
dérablement les calculs qui permettent de déterminer les concen- 
trations des différentes espèces ioniques présentes. 
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FIGURE 2-12 Courbe de titration d'une solution d'1 L de H,PO, 
1 M. Les deux points d'équivalence intermédiaires se situent dans les 
zones les plus en pente de la courbe. Noter la faible pente de la courbe 


a. Les polyacides qui ont des pK rapprochés ont des 

constantes d'ionisation moléculaires 

Si les pK d'un polyacide ne diffèrent que de moins de -2 uni- 
tés pH, ce qui est vrai pour la majorité des biomolécules, les 
constantes d'ionisation déterminées par titration ne sont pas de 
vraies constantes d'ionisation mais correspondent plutôt à l'ioni- 
sation moyenne des groupes impliqués. Par conséquent les 
constantes d'ionisation obtenues sont appelées constantes d’ioni- 
sation moléculaires. 

Considérons les équilibres acide-base de la Fig. 2-13, où il y a 
deux sites de protonation non équivalents. Dans ce cas, les valeurs 
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FIGURE 2-13 lonisation d'un acide porteur de deux sites de proto- 


au début et à La fin de la titration comparée aux extrémités des courbes de 
titration de la Fig. 2-10. Ceci indique que H,PO, (pK, = 2,15) est plutôt 
un acide fort et que POS (pK, = 12,38) est plutôt une base forte. 


Ke: Ky Ke et K), Constantes d'ionisation de chacun des groupes, 
sont aussi appelées constantes d’ionisation microscopiques. La 
constante d'ionisation moléculaire qui correspond au départ du 
premier proton de HAH est : 

= MPNANT+HAD , 
5 (HAH] L 
De même, la constante d'ionisation moléculaire X, pour le départ 
du deuxième proton est : 


K K,+Ky (210) 


(H*}[A?] I 
D me [2.11] 
* [AH]+[HA] (UK) + (V/K,) 
 Kko_ 

(Ke+ K,) 


SiK, > K,, on a K, = K, ; autrement dit, la première constante 
d'ionisation moléculaire est égale à la constante d’ionisation 
microscopique du groupe le plus acide. De même, si K,, > K,, on 
a K, = K,. si bien que la deuxième constante d’ionisation molécu- 
laire est la constante d'ionisation microscopique du groupe le 
moins acide. Si les étapes d'ionisation ont des pÆ suffisamment 
éloignés, les constantes d'ionisation moléculaires sont, comme 
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TT = re semer 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Propriétés de l'eau L'eau est une substance extraordinaire 
et ses propriétés ont une grande importance biologique, Une molécule 
d'eau peut s'engager simultanément dans quatre liaisons hydrogène : 
deux en tant que donneur et deux en tant qu'accepteur. Ces liaisons 
hydrogène sont responsables de la structure ouverte et de la faible den- 
sité de la glace. Une telle structure à liaisons hydrogène existe égale- 
ment dans l'eau liquide, comme en témoigne le point d'ébullition élevé 
de l'eau comparé à celui d'autres substances de masse moléculaire 
similaire. Des données physiques et théoriques montrent que l'eau à 
l'état liquide garde une structure moléculaire maintenue par des liai- 
sons hydrogène qui fluctue très rapidement, et qui, sur de très courtes 
distances, ressemble à celle de la glace. Les propriétés uniques de l'eau 
en tant que solvant sont dues à son caractère polaire et à sa faculté 
d'établir des liaisons hydrogène. En solutions aqueuses, les substances 
ioniques et polaires sont entourées de nombreuses couches concen- 
triques d’hydratation faites de dipôles d'eau orientés qui ont pour effet 
d'atténuer les interactions électrostatiques entre les charges de la solu- 
tion. L'agitation thermique des molécules d'eau orientées est contrecar- 
rée par leurs associations via les liaisons hydrogène, ce qui explique la 
constante diélectrique élevée de l'eau. Les substances non polaires sont 
pratiquement insolubles dans l'eau. Toutefois, des substances amphipa- 
thiques s'associent en solutions aqueuses pour former des micelles ou 
des bicouches en vertu de l'effet combiné des interactions hydrophobes 
entre les parties non polaires de ces molécules et des interactions 
hydrophiles entre leurs groupes polaires et le solvant aqueux. Les ions 
H,0* et OH ont des mobilités ioniques anormalement élevées en solu- 
tions aqueuses car le déplacement de ces ions dans ces solutions se fait 
essentiellement par saut de proton d’une molécule d'eau à une autre. 

2 M Acides, bases et tampons Selon Bronsted, un acide est une 
substance qui peut donner un proton tandis qu'une base est une sub- 


stance qui peut accepter un proton. Après perte d'un proton, un acide 
de Bronsted devient une base conjuguée. Lors d'une réaction acide- 
base, un acide donne son proton à une base. L'eau peut réagir comme 
acide pour donner l'ion hydroxyde OH , ou comme une base pour don- 
ner l'ion hydronium H,0”. La force d'un acide est donnée par la va- 
leur de sa constante de dissociation, K. Les acides faibles, dont la 
constante de dissociation est inférieure à celle de H,0”, ne sont que 
partiellement dissociés en solutions aqueuses. L'eau a une constante 
de dissociation de 107!* M à 25 °C. L'acidité d’une solution s'exprime 
facilement par le pH = -log [H°]. Les valeurs de pH, pK et les concen- 
trations de la paire acide-base conjuguée sont reliées entre elles par 
l'équation de Henderson-Hasselbalch. Un tampon acide-base est un 
mélange d'un acide faible avec sa base conjuguée dans une solution 
dont le pH est voisin du pK de l'acide. Le rapport [A J/{HA] dans un 
tampon ne varie pas notablement après addition d'acides forts ou de 
bases fortes, si bien que le pH d'un tampon n'est pas fortement mo- 
difié par ces substances. Les tampons ne sont véritablement efficaces 
que dans la zone de pH égale à pK + 1. En dehors de cette zone, le 
PH de la solution change rapidement après addition d'acide fort ou de 
base forte. Le pouvoir tampon dépend aussi de la concentration totale 
de la paire acide-base conjuguée. Les liquides biologiques sont géné- 
ralement tamponnés à un pH proche de la neutralité. Beaucoup d'acides 
sont des polyacides. Cependant, à moins que les pÆ de leurs différentes 
ionisations ne diffèrent de moins de 2 à 3 unités de pH, les calculs de 
pH peuvent être faits comme si ces acides étaient un mélange d'acides 
faibles indépendants. Pour les polyacides dont les pK diffèrent de moins 
de 2 ou 3 unités de pH, les constantes d‘ionisation moléculaires ob- 
servées sont simplement liées aux constantes d'ionisations microsco- 
piques des groupes ionisables individuels. 
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nee ere à 
PROBLÈMES 


1. Dessinez le réseau de liaisons hydrogène que l'eau établit avec 
l'acétamide (CH,CONH.) et la pyridine (le benzène où un CH est remplacé 
par N). 

2. Expliquez pourquoi les constantes diélectriques des paires de 
liquides suivantes se trouvent dans l'ordre indiqué dans le Tableau 2-1 : 
(a) tétrachlorure de carbone et chloroforme; (b) éthanol et méthanol ; 


le andenne et fnrmesnisle 


3. On obtient des micelles « inversées » en dispersant des molécules 
amphipathiques dans un solvant non polaire, comme le benzène, en pré- 
sence d'une petite quantité d'eau (des contre-ions sont également néces- 
saires si les groupes portés par la tête sont ioniques). Dessinez la structure 
d'une micelle inversée et indiquez quelles sont les forces qui la stabilisent. 

*4. Des molécules amphipathiques en solutions aqueuses ont tendance 
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liquide-gaz. On les désigne alors par molécules tensioactives ou surfac- 
tants, Expliquez ce phénomène compte tenu des propriétés des amphi- 
philes et indiquez quelle sera la conséquence des surfactants sur la tension 
superficielle de l'eau (la tension superficielle est une mesure de la cohésion 
interne d'un liquide comme le prouve la force indispensable pour aug- 
mener l'étendue de sa surface), Expliquez pourquoi les surfactants comme 
les savons et les détergents dispersent efficacement les substances hui- 
leuses et les saletés grasses en solutions aqueuses. Pourquoi les surfactants 
en solutions aqueuses moussent-ils et pourquoi ce pouvoir moussant dimi- 
nue-t-il en présence de substances huileuses ? 

5. Indiquez comment varient les forces des liaisons hydrogène et les 
forces hydrophobes en fonction de la constante diélectrique du milieu. 

6. À partir des données du Tableau 2-2, indiquez le temps nécessaire 
pour qu'un ion K° et un ion H° se déplacent chacun d'un cm dans un 
champ électrique de 100 V * cm'!. 

7. Expliquez pourquoi la mobilité de H° dans la glace n'est inférieure 
que d'un ordre de grandeur par rapport à sa mobilité dans l'eau liquide 
alors que la mobilité de Na° dans NaCI solide est égale à zéro. 

8. Calculez le pH de (a) HCI 0,01 M; (b) NaOH 0,1 M; (c) HNO, 3 x 
10 M; (d) HCIO, 5 x 10 M : et (e) KOH 2 x 10 M. 


9. Le volume d'une cellule bactérienne typique est de l'ordre de 
1,0 pm”. A pH 7, combien de protons sont contenus dans la cellule bacté- 
rienne ? Une cellule bactérienne contient des milliers de macromolécules, 
telles que des protéines et des acides nucléiques, chacune portant de très 
nombreux groupes ionisables. Qu'apporte votre résultat à l'idée courante 
que les groupes ionisables baignent continuellement dans des ions H° et 
OH ? 

10, En utilisant les données du Tableau 2-3, calculez les concentra- 
tions de toutes les espèces moléculaires et ioniques ainsi que le pH des 
solutions aqueuses ayant les compositions formelles suivantes : (a) acide 
acétique 0,01 M; (b) chlorure d'ammonium 0,25 M; (c) acide acétique 
0,08 M + acétate de sodium 0,10 M; et (d) acide borique [B(OH),] 0,20 M 
+ borate de sodium [NaB(OH),] 0,05 M. 


11. Les indicateurs de pH sont des acides faibles qui changent de 
couleur lorsque leurs états d'ionisation changent. Quand une petite quan- 
tité d'un indicateur choisi à bon escient est ajoutée à une solution d'un 
acide ou d'une base en cours de titration, le changement de couleur 
« indique » la fin de la titration. La phénolphthaléine est un indicateur 
de pH courant qui, en solutions aqueuses, passe de l’incolore au rouge- 


violet dans une zone de pH comprise entre 8,2 et 10,00. En vous repor- 
tant aux Fig. 2-10 et 2-12, montrez si la phénolphthaléine permettra de 
déterminer avec précision la fin de La titration par une base forte pour : 
(a) l'acide acétique, (b) NH,C1; et (c) H,PO, (à chacun de ses trois points 
d'équivalence). 

*12. La composition formelle d'une solution aqueuse est la suivante : 
K,HPO, 0,12 M + KH,PO, 0,08 M. À partir des données du Tableau 2-3, 
calculez les concentrations de toutes les espèces ioniques et moléculaires 
dans la solution ainsi que le pH de la solution. 

13. L'eau distillée à l'air libre contient du dioxyde de carbone dis- 
sous à la concentration de 190 x 10° M. En utilisant les données du 


Tableau 2-3, calculez le pH d'une telle solution. 


14. Calculez les concentrations formelles d'acide acétique et d'acétate 
de sodium nécessaires pour préparer une solution tampon de pH 5 dont la 
concentration totale en acétate est de 0,20 M. Le pK de l'acide acétique est 
donné dans le Tableau 2-3. 

15. Afin de purifier une protéine donnée, vous avez besoin d'un tam- 
pon de glycine 0,1 M à pH 9,4, Malheureusement, il n'y a plus de glycine 
à la réserve de votre laboratoire, Toutefois, vous avez réussi à trouver deux 
solutions tampon de glycine O1 M, l'une à pH 9,0 et l'autre à pH 10,00. 
Quels volumes de chacune de çes solutions allez-vous mélanger afin d'ob- 
tenir 200 mL. du tampon dont vous avez besoin ? 

16. Une réaction enzymatique se déroule dans une solution de 10 mL 
dont la concentration totale en citrate est de 120 mAf et le pH initial de 
7,00. Au cours de la réaction (qui n'implique pas le citrate), il y a produc- 
tion de 0,2 milliéquivalents d'acide. À partir des données du Tableau 2-3, 
calculez le pH final de la solution. Quel aurait été le pH final de la solu- 
tion en absence de tampon citrate, en supposant que les autres composés 
de la solution n'ont pas de pouvoir tampon significatif et qu'au départ la 
solution est à pH 7? 

*17. Le pouvoir tampon d'une solution, B, est égal au rapport de la 
quantité de base ajoutée, exprimée en équivalents, divisée par la variation 
de pH C'est en fait l'inverse de la pente de la courbe de 
titration (Éq. [2-9)). Déduisez l'équation de f et montrez que est maxi- 
mum lorsque pH = pK. 

18. À partir des données du Tableau 2-3, calculez les constantes d'io- 
nisation microscopiques de l'acide oxalique et de l'acide succinique. Com- 
parez ces valeurs avec celles des constantes d'ionisation moléculaires cor- 
respondantes. 
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Vous ne pouvez pas gagner. 
Premier principe de la thermodynamique 
Vous ne pouvez même pas rentrer dans vos frais. 
Deuxième principe de la thermodynamique 
Vous ne pouvez pas rester hors du coup. 
Troisième principe de la thermodynamique 


Les êtres vivants sont le siège d’un flux constant d'énergie. Par 
exemple, au cours de la photosynthèse, les plantes transforment 
l'énergie du rayonnement solaire, principale source d'énergie pour 
la vie sur la Terre, en énergie chimique contenue dans les glucides 
et autres substances organiques. Les plantes, ou les animaux qui 
les consomment, métabolisent ensuite ces substances pour faire 
fonctionner des mécanismes tels que la synthèse de biomolécules, 
le maintien de gradients de concentration, et la contraction mus- 
culaire. Ces processus transforment finalement l'énergie en cha- 
leur, qui est dissipée dans l’environnement. Une part importante de 
l'appareillage biochimique cellulaire doit donc être consacrée à 
l'acquisition et à l'utilisation de l'énergie. 


La thermodynamique (du grec therme, chaleur et dynamis, 
puissance) est une description très élégante des relations entre les 
différentes formes d'énergie et de la manière dont l'énergie 
influence la matière à l'échelle macroscopique par opposition à 
l'échelle moléculaire ; autrement dit, elle traite de quantités de 
matière suffisamment grandes pour que leurs propriétés moyennes, 
telles que la température et la pression, soient correctement défi- 
nies. En fait, les principes fondamentaux de la thermodynamique 
furent élaborés au dix-neuvième siècle avant que la théorie ato- 
mique de la matière soit reconnue. 

La connaissance de la thermodynamique nous permet de déter- 
miner si un processus physique est possible. La thermodynamique 
est donc indispensable pour comprendre pourquoi les macromolé- 
cules se replient pour donner leurs conformations natives, com- 
ment sont conçues les voies métaboliques, pourquoi des molécules 
traversent des membranes biologiques, comment est produite la 
force mécanique des muscles, etc. La liste est interminable, Tou- 
tefois, le lecteur doit savoir que la thermodynamique ne renseigne 
pas sur la vitesse à laquelle se déroule réellement tel ou tel pro- 
cessus. Par exemple, bien que la thermodynamique nous affirme 
que la réaction du glucose avec l'oxygène libère de grandes quan- 
tités d'énergie, elle ne nous indique pas que ce mélange est indé- 
finiment stable à température ambiante en l'absence d'enzymes 
appropriées. Pour prévoir les vitesses de réaction, nous verrons 
dans la Section 14-1C qu'il faut recourir à la description des méca- 
nismes des processus à l'échelle moléculaire, Néanmoins, la ther- 
modynamique est également indispensable pour formuler de tels 
modèles mécanistiques car ceux-ci doivent se conformer à ses 
principes. 

En ce qui concerne la biochimie, la thermodynamique est sur- 
tout utile pour définir les conditions qui permettent à des proces- 
sus de se faire spontanément (par eux-mêmes). Nous allons donc 
rappeler les éléments de thermodynamique qui nous permettront 
de prévoir la spontanéité chimique et biochimique : le premier et 
le deuxième principes de la thermodynamique, le concept d'éner- 
gie libre et les caractéristiques des processus à l'équilibre. Il est 
indispensable de se familiariser avec ces principes pour com- 
prendre un grand nombre des questions étudiées dans cet ouvrage. 
Toutefois, nous n'examinerons l'aspect thermodynamique du 
métabolisme qu'aux Sections 16-4 à 16-6. 
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1 M PREMIER PRINCIPE 
DE LA THERMODYNAMIQUE : 
L'ENERGIE SE CONSERVE 


En thermodynamique, un système se définit comme la partie de 
l'univers digne d'intérêt, tel qu'un tube à essai ou un organisme ; 
le reste de l'univers constitue le milieu extérieur. Un système est 
dit ouvert, fermé ou isolé selon qu'il échange ou non de la matière 
et de l'énergie avec le milieu extérieur, uniquement de l'énergie, 
ou ni l'un ni l’autre, Les organismes vivants qui consomment des 
nutriments, rejettent des produits de dégradation et produisent du 
travail et de la chaleur, sont des exemples de systèmes ouverts ; si 
un organisme était scellé dans une boîte non étanche, il constitue- 
rait avec la boîte un système fermé, tandis que si la boîte était par- 
faitement isolée, le système serait dit clos (isolé). 


A. L'énergie 


Le premier principe de la thermodynamique est un énoncé 
mathématique de la loi de la conservation de l'énergie : l'énergie 
ne peut être ni créée ni détruite. 


AU = Us — Üsinate = 4 -W [3.1] 


où U est l'énergie, g la chaleur absorbée par le système aux 
dépens du milieu extérieur, et w le travail accompli par le système 
dans le milieu extérieur. La chaleur correspond à des mouvements 
moléculaires faits au hasard, tandis que le travail, défini par la 
force multipliée par la distance parcourue sous son influence, cor- 
respond à un mouvement organisé. La force peut prendre de mul- 
tiples formes: la force de gravitation exercée par une masse sur 
une autre, la force de dilatation exercée par un gaz. la force de ten- 
sion exercée par un ressort ou une fibre musculaire, la force élec- 
trique d'une charge sur une autre ou les forces de dissipation de 
frottement ou de viscosité. Les processus qui s'accompagnent 
d'une libération de chaleur, lesquels ont, par convention, une 
valeur g négative, sont appelés processus exothermiques (du grec 
exo, hors de). Les processus au cours desquels le système absorbe 
de la chaleur (g positif) sont appelés processus endothermiques 
(du grec endon, de l'intérieur). Selon cette convention, le travail 
accompli par le système contre une force externe est défini comme 
une valeur positive. 

L'unité d'énergie standard international (SD), le joule (J), rem- 
place régulièrement la calorie (cal) dans la terminologie scienti- 
fique moderne. La grande calorie (Cal, avec un C majuscule), est 
une unité qu'affectionnent les nutritionnistes. Les relations entre 
ces valeurs et d'autres unités, ainsi que les valeurs de constantes 
qui seront utiles dans ce chapitre sont réunies dans le Tableau 3-1. 


a. Les fonctions d'état sont indépendantes de la voie 

empruntée par le système 

L'expérimentation a toujours démontré que l'énergie d'un sys- 
tème ne dépend que de ses propriétés actuelles ou de son état, et 
non de la manière dont il a atteint cet état. Par exemple, l'état d'un 
système constitué par un échantillon de gaz donné est entièrement 
défini par sa pression et sa température. L'énergie de cet échan- 
tillon de gaz n'est fonction que de ces fonctions d'état (valeurs 
qui ne dépendent que de l'état du système) et par conséquent est 
elle-même une fonction d'état. En conséquence, 1l n'y a pas de 


TABLEAU 3-1 Unités et constantes thermodynamiques 


Joule (J) 
1J=1kg ms? 
1J=1 N'm (mètre Newton) 
Calorie (cal) 
1 cal élève la température de 1 g d'eau de 14,5 à 15,5 °C 
1 cal = 4,184 J 
Grande calorie (Cal) 
1 Cal = 1 kcal 


Nombre d'Avogadro (N) 
N = 6,0221 x 10 molécules : mol'! 


Coulomb (C) 
1C= 6.241 x 10'* charges d'électron 


Faraday (7) 
1.7 = N charges d'électron 
1.7 = 96.485 C: mol ! = 96,485 J-V-!-mol"! 
Échelle de température de Kelvin (K) 
OK = zéro absolu 
Constante de Boltzmann (ky) 
ky = 1,3807 x 102 J-K°! 
Constante des gaz parfaits (R) 
R=Nky R = 1,9872 cal:K°!:mol°! 
R=8,3145 J-K-! + mot! R = 0,08206 L:atm:K°! mot"! 


1J=1C: V (coulomb volt) 


1 Cal = 4184 J 


273,15 K =0 °C 


variation nette de l'énergie (AU = 0) pour tout processus au cours 
duquel le système revient à son état initial (processus cyclique). 
Pris séparément, ni la chaleur ni le travail ne peuvent être 
considérés comme des fonctions d'état car chacune de ces valeurs 
dépend de la voie empruntée par un système pour passer d’un état 
à un autre. Par exemple, lors du passage d'un état initial à un état 
final, un gaz peut produire du travail en se dilatant contre une force 
extérieure, ou ne pas en produire en l'absence de résistance exté- 
rieure. Pour se conformer à l'Ég. {3.1}, la chaleur doit aussi 
dépendre de la voie suivie, Se référer au contenu en chaleur ou en 
travail d’un système n'a donc aucune signification (tout comme se 
référer au nombre de billets de 2 Euros et de 10 Euros dans un 
compte en banque de 100 €). En accord avec cette propriété, la 
chaleur ou le travail produits pendant un changement d'état ne sont 
jamais désignés par Ag ou Aw mais seulement par g ou w. 


B. L’enthalpie 
Toute combinaison des seules fonctions d'état aboutit obligatoire- 
ment à une fonction d'état, Une de ces combinaisons, connue sous 
le nom d’enthalpie (du grec enthalpein, se réchauffer) s'exprime 
par : 

H=U + PV [3.2] 


où Vest le volume du système et P sa pression. L'enthalpie est une 
valeur particulièrement intéressante pour décrire les systèmes bio- 
logiques car, à pression constante, condition qui caractérise la 
plupart des processus biochimiques, la variation d'enthalpie entre 
l'état initial et l'état final d'un processus, AH, est égale à la quan- 
tité de chaleur libérée ou absorbée, quantité facilement mesurable. 
Pour le montrer, considérons deux catégories de travail: d’une 
part, le travail pression-volume (P — V). dû à une augmentation de 


Section 3-2. Deuxième étape de la thermodynamique : l'Univers tend vers un désordre maximum 53 


volume contre une pression extérieure (P A V), et d'autre part, 
toute autre forme de travail (w”): 


w= PAV +w [3.3] 
En combinant les équations [3.1], [3.2] et [3.3], on obtient : 
AH = AU + PAV =q,-w+PAV=q,-w" [34] 


où g, est égale à la chaleur transférée à pression constante, Donc, 
si w' = 0, ce qui est fréquent avec les réactions chimiques, AH = 
4, De plus, les variations de volume sont négligeables dans la plu- 
part des processus biochimiques, si bien que les différences entre 
leurs valeurs de AH et AU sont souvent insignifiantes. 

Nous pouvons maintenant comprendre l'utilité des fonctions 
d'état. Par exemple, supposons que nous voulions calculer la varia- 
tion d’enthalpie qui accompagne l'oxydation complète de 1 g de 
glucose en CO, et H,0 dans le tissu musculaire. Il serait extrème- 
ment difficile, sur le plan expérimental, de faire cette mesure direc- 
tement, Ceci pour une raison majeure : les variations d'enthalpie 
qui accompagnent les nombreuses réactions métaboliques non 
impliquées dans l'oxydation du glucose et qui se déroulent norma- 
lement dans le tissu musculaire interféreraient fortement avec notre 
mesure d'enthalpie. L'enthalpie étant une fonction d'état, nous 
pouvons cependant mesurer l'enthalpie de combustion du glucose 
dans n'importe quel appareil de notre choix, par exemple un calori- 
mètre à pression constante au lieu d'un muscle, et obtenir en fait la 
même valeur. Naturellement, sceci est vrai même si nous ne 
connaissons pas le mécanisme qui permet au muscle de transformer 
le glucose en CO, et H,0, dès lors que nous pouvons montrer que 
ces substances sont réellement les produits métaboliques ultimes. 
En général, la variation d'enthalpie de n'importe quelle voie réac- 
tionnelle hypothétique peut être déterminée à partir de la variation 
d'enthalpie de n'importe quelle autre voie réactionnelle faisant 
intervenir les mêmes substrats pour conduire aux mêmes produits. 

Nous avons déjà signalé dans ce chapitre que la thermodyna- 
mique permet de savoir si un processus donné peut être spontané. 
Toutefois, le premier principe de la thermodynamique n'est pas 
suffisant à lui seul pour fournir une telle indication, comme le 
montre l'exemple suivant. Si deux objets à températures diffé- 
rentes sont mis en contact, nous savons que la chaleur ira sponta- 
nément de l'objet le plus chaud vers l’objet le plus froid et jamais 
l'inverse. Cependant, chacun de ces processus est compatible avec 
le premier principe de la thermodynamique puisque l'énergie glo- 
bale des deux objets est indépendante de la répartition de la tem- 
pérature entre eux. En conséquence, nous devons rechercher un 
autre critère de spontanéité que la seule conformité au premier 
principe de la thermodynamique. 


2 M DEUXIÈME PRINCIPE DE LA 
THERMODYNAMIQUE : L'UNIVERS TEND 
VERS UN DESORDRE MAXIMAL 

Quand un nageur plonge dans l'eau (processus spontané), l'éner- 
gie représentée par le mouvement cohérent de son corps est trans- 


formée en énergie correspondant au mouvement thermique chao- 
tique des molécules d'eau avoisinantes. Le processus inverse, le 
nageur éjecté de l'eau calme par le mouvement des molécules 
d'eau devenu soudainement cohérent. n'a iamais été obeervé. 


même si un tel phénomène ne viole ni le premier principe de la 
thermodynamique ni les lois de Newton sur le mouvement. En fait, 
les processus spontanés sont caractérisés par le passage de l'ordre 
(dans ce cas le mouvement cohérent du corps du nageur) au 
désordre (ici le mouvement thermique chaotique des molécules 
d'eau). Le deuxième principe de la thermodynamique, qui 
exprime ce phénomène, fournit donc un critère de spontanéité du 
processus. Remarquez que la thermodynamique ne donne aucune 
indication sur la vitesse du processus ; ceci est du domaine de la 
cinétique chimique (Chapitre 14). Autrement dit, un processus 
spontané peut ne se dérouler qu'à une vitesse infime. 


A. Spontanéité et désordre 


Selon le deuxième principe de la thermodynamique, et conformé- 
ment à toutes les expériences, les processus spontanés se déroulent 
dans la direction qui augmente le désordre total de l'univers, 
c'est-à-dire du système et de son milieu extérieur. Dans ce 
contexte, on définit le désordre comme le nombre de solutions 
équivalentes, W, pour disposer les composantes de l'univers. Par 
exemple, considérons un système isolé composé de deux flacons 
de volume égal, contenant un total de N molécules identiques d’un 
gaz parfait (Fig. 3-1). Quand le robinet d'arrêt qui relie les deux 
flacons est ouvert, il y a une probabilité égale pour qu'une molé- 
cule donnée occupe l'un ou l'autre des deux flacons, si bien qu'il 
y un total de 2" solutions probables équivalentes pour que les N 
molécules se distribuent dans les deux flacons. Puisque les molé- 
cules de gaz sont indiscernables les unes des autres, il n'y a que 
(N + 1) états différents du système : ceux avec 0, 1, 2... (N—1) ou 
N molécules dans le flacon de gauche. La théorie de la probabilité 
montre que le nombre (indiscemable) de solutions, W,, d'avoir L 
des N molécules dans le flacon de gauche est : 


N! 
W, = —— 
LU LUN -L)! 


La probabilité qu'un tel état existe est obtenue en divisant cette 
valeur par le nombre total d'états possibles : W,/2". 


(b) 


FIGURE 3-1 Deux ballons de volumes égaux communiquant par un 
robinet d'arrêt, En (a), un gaz remplit le ballon de gauche, le vide est 

fait dans celui de droite et le robinet est fermé. Quand on ouvre le robi- 
net (b), les molécules de gaz diffusent dans les deux sens entre les bal- 

lons et peuvent se répartir de sorte que la moitié d'entre elles occupent 

chacus Hhallon. 
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Quelle que soit la valeur de N, l'état le plus probable, c'est-à- 
dire celui qui aura la valeur la plus élevée de W,, est celui où la 
moitié des molécules se trouve dans un flacon (L = N/2 si N est un 
nombre pair). Au fur et à mesure que N augmente, la probabilité 
pour que L soit presque égal à N/2 tend vers un: par exemple, si 
N = 10, la probabilité que N soit égal à + 20 % de N/2 (c'est-à-dire 
4, 5 ou 6) est de 0,66, tandis que si N = 50 cette probabilité (L 
serait compris entre 20 et 30) est de 0,88. Pour un nombre de molé- 
cules significatif du point de vue chimique, disons N = 10? la pro- 
babilité pour que le nombre de molécules dans le flacon de gauche 
diffère de celui du flacon de droite d'un rapport aussi insignifiant 
que celui d’une molécule sur 10 milliards, est 10%, autant dire 
zéro. Par conséquent, si le nombre de molécules dans chaque fla- 
con de la Fig. 3-1b est toujours identique, ce n'est pas une consé- 
quence d’une quelconque loi sur le mouvement (l'énergie du sys- 
tème est la même quel que soit l'arrangement des molécules); 
c'est parce que les probabilités d'existence de tous les autres états 
sont absolument insignifiantes (Fig. 3-2). De la même façon, si 
notre nageur n'est pas rejeté de l’eau ni même sensiblement remué 
par le mouvement cohérent imprévu des molécules d'eau, c'est 
parce que la probabilité d’un tel événement est nulle. 


B. L’entropie 


Dans les systèmes chimiques, W, le nombre de solutions équiva- 
lentes pour disposer un système selon un état particulier est, en 
général, malheureusement très élevé. Par exemple, lorsque les 
deux flacons jumeaux ci-dessus contiennent 14 pes de gaz, 
Wyn = 10N, d'où, si N = 107, Ws,192= 10719, Afin de pouvoir 
utiliser W plus facilement, nous définissons, comme le fit Ludwig 
Boltzmann en 1877, une quantité appelée entropie (du grec en, 
dans et trope, tournant) : 


S=kylin W (3.5] 


qui augmente avec W mais d’une façon facilement maîtrisable. 
Dans cette expression, 4, est la constante de Boltzmann (Tableau 
3-1). Pour notre système de deux flacons jumeaux, S = &, N In 2. 
Donc, l'entropie du système, dans son état le plus probable, est 
proportionnelle au nombre de molécules de gaz qu'il contient. 


FIGURE 3-2 Improbabilité d'un ordre minimum. Considérons un 

«univers » simple formé par un ensemble de carrés à 9 positions qui 

contiennent tous 4 « molécules » identiques (points rouges). Si les 

4 molécules sont disposées en carré, nous appellerons cette disposition 

un « cristal » ; sinon, nous l'appellerons un « gaz ». Le nombre total d'ar- 

rangements différents de nos quatre molécules en 9 positions est : 
9:8°7:6 


Le numérateur indique que la première molécule peut occuper n'importe 
laquelle des 9 positions de l'univers, que la deuxième molécule peut 
occuper l'une des 8 positions encore libres et ainsi de suite, tandis que le 
dénominateur donne le nombre d'arrangements aléatoires des 4 molé- 
cules identiques, Sur les 126 arrangements possibles dans cet univers, 
seuls 4 sont des cristaux (carrés noirs). Ainsi, même dans cet univers 
simple livré au hasard, il y a une probalité 30 fois supérieure pour 
qu'existe un gaz désordonné plutôt qu'un cristal ordonné. 


Notez que l'entropie est une fonction d'état car elle ne dépend que 
de paramètres relatifs à l'état. 

Les lois du hasard poussent tout système de taille raisonnable 
à prendre spontanément son arrangement le plus probable, celui 
dont l'entropie est maximum, simplement parce que la probabilité 
de cet état est écrasante. Par exemple, supposons que toutes les N 
molécules du système de nos flacons jumeaux se trouvent initiale- 
ment dans le flacon de gauche (Fig. 3-1a; W,,= 1 et S = 0 car il 
n'y a qu'un seul moyen d'y parvenir). Après l'ouverture du robi- 
net d'arrêt, les molécules vont, par simple diffusion et au hasard, 
entrer dans le flacon de droite et en sortir jusqu'à ce qu'elles arri- 
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vent finalement à leur état le plus probable (entropie maximum), 
celui où la moitié des molécules se trouve dans chaque flacon. Les 
molécules de gaz continueront ensuite à diffuser entre les deux fla- 
cons dans les deux directions mais il n'y aura plus de changement 
macroscopique (net) dans le système. On dit que le système a 
atteint l'équilibre. 

Selon l'Ég. (3.5], le processus d'expansion spontanée que nous 
venons de voir entraîne l'augmentation de l'entropie du système. 
En général, pour tout processus à énergie constante (AU = 0), un 
processus spontané est caractérisé par AS > 0. Puisque l'énergie 
de l'univers est constante (l'énergie peut prendre différentes 
formes mais ne peut être ni créée ni détruite), tout processus spon- 
tané doit provoquer l'augmentation de l'entropie de l'univers: 


AS, ynème + AS pti extérieur = AS nivers >0 [3.6] 


L'équation [3.6] est l'expression courante du deuxième principe de 
la thermodynamique. C'est un énoncé de la tendance générale de 
tous les processus spontanés à accroître le désordre de l'univers ; 
autrement dit, l'entropie de l'univers tend vers un maximum. 

Les conclusions tirées de notre appareil à flacons jumeaux peu- 
vent s'appliquer pour expliquer, par exemple, pourquoi le sang 
transporte l'oxygène et le CO, entre les poumons et les tissus. Les 
solutés en solution se comportent comme les gaz en ce qu'ils ten- 
dent à maintenir une concentration uniforme dans le volume qu'ils 
occupent, car c'est leur arrangement le plus probable. Dans les 
poumons, où la concentration en O, est supérieure à ce qu'elle est 
dans le sang veineux qui les irrigue, il entre plus d'oxygène dans 
le sang qu'il n'en sort. Par ailleurs, dans les tissus, où la concen- 
tration en O, est inférieure à celle du sang artériel, il y a une dif- 
fusion nette d'O, du sang vers les tissus. La situation inverse s'ap- 
plique au transport du CO,, puisque la concentration en CO, est 
faible dans les poumons mais élevée dans les tissus. Cependant, 
souvenez-vous que la thermodynamique ne donne aucune indica- 
tion quant aux vitesses de transport d'O, et de CO, vers les tissus 
et hors de ceux-ci. Les vitesses de ces processus dépendent des 
propriétés physico-chimiques du sang, des poumons et du système 
cardiovasculaire 


L'équation [3.6] ne signifie pas qu'un système donné ne peut 
devenir plus ordonné. Toutefois, comme nous le verrons dans la 


Glace (-273 à 0°C) 


Glace fondante (0°C) 


Section 3-3, un système ne peut devenir plus ordonné que si le 
milieu extérieur augmente son désordre d'une quantité supérieure, 
après apport d'énergie au système, Par exemple, les organismes 
vivants, qui sont organisés à partir du niveau moléculaire et donc 
particulièrement bien ordonnés, atteignent cet ordre en provoquant 
le désordre des nutriments qu'ils consomment. Par conséquent, 
manger est aussi bien une manière d'acquérir une structure ordon- 
née que de se procurer de l'énergie. 

L'état d'un système peut correspondre à une répartition de 
quantités plus complexes que celles de molécules de gaz dans un 
flacon ou de molécules de solutés dans un solvant. Par exemple, si 
notre système est constitué par une molécule de protéine en solu- 
tion aqueuse, ses différents états varient, comme nous le verrons, 
en fonction de la conformation des résidus d'acide aminé de la 
protéine ainsi que de la distribution et de l'orientation des molé- 
cules d'eau qui lui sont associées. Le deuxième principe de la ther- 
modynamique s'applique ici parce qu'une molécule de protéine en 
solution aqueuse prend sa conformation native essentiellement en 
réponse à la tendance de la structure de l’eau environnante à 
atteindre un désordre maximum (Section 8-4 C). 


C. Mesure de l’entropie 


Dans les systèmes chimiques et biologiques, il est très difficile, 
voire impossible, de calculer l'entropie d'un système en dénom- 
brant ses possibilités, W, d'atteindre son état le plus probable. Une 
définition équivalente et plus pratique de l'entropie a été proposée 
en 1864 par Rudolf Clausius. Pour les processus spontanés : 


da 


initial T 


où T est la température absolue à laquelle a lieu le transfert de cha- 
leur. La preuve de l'équivalence de nos deux définitions de l'en- 
tropie, qui demande des connaissances élémentaires en mécanique 
statistique, peut être trouvée dans de nombreux ouvrages de chi- 
mie physique. Il est évident, cependant, que tout système voit son 
désordre augmenter progressivement (l'entropie augmente) si sa 
température s'élève (cf. Fig. 3-3). L'égalité dans l'Éq. [3.7] ne 
s'applique que pour les processus dans lesquels le système reste à 


AS 2 137] 


Eau liquide (0 à 100°C) 


Eau bouillante (100°C) 


FIGURE 3-3 Relation entre entropie et température. La structure de l'eau, ou de toute autre substance, 
danlinnt ne nlue en nue déenmlinnnés lrernns le teomnératues e'Aliss Anne nm antrnis auomantes 
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l'équilibre tout au long de la variation ; c'est ce qu'on appelle des 
processus réversibles. 

À température constante, condition typique des processus bio- 
logiques, l'Ég. [3.7] se réduit à : 

q 
AS > T [3.8] 

Ainsi, la variation d'entropie d'un processus réversible à tempéra- 
ture constante peut être déterminée directement par des mesures de 
la quantité de chaleur transférée et de la température à laquelle ce 
transfert a lieu. Toutefois, puisqu'un processus à l'équilibre ne 
peut varier qu'à une vitesse infime (les processus à l'équilibre sont, 
par définition, immuables), les processus réels peuvent approcher, 
mais jamais atteindre complètement la réversibilité. Par consé- 
quent, {a variation de l'entropie de l'univers qui accompagne tout 
processus réel est toujours supérieure à sa valeur idéale (réver- 
sible). Autrement dit, lorsqu'un système part de son état initial puis 
y revient au cours d'un processus réel, l'entropie de l'univers doit 
augmenter, même si l'entropie du système (fonction d'état) ne 
change pas. 


3 M L'ÉNERGIE LIBRE: 
INDICE DE SPONTANÉITÉ 


L'augmentation du désordre de l'univers liée aux processus spon- 
tanés est un critère de spontanéité inutilisable car il n'est pas pos- 
sible de déterminer l'entropie de l'univers entier. Même la 
connaissance du changement d'entropie du système ne permet pas 
d'en prédire le caractère spontané ou non. Ceci parce que les pro- 
cessus exothermiques (A4, < 0) peuvent être spontanés même 
s'ils sont caractérisés par AS, < 0. Par exemple, 2 moles de H, 
et 1 mole d'O, soumises à une décharge d'étincelles réagissent au 
cours d'une réaction très exothermique pour donner 2 moles de 
H,0. Toutefois deux molécules d'eau, chacune avec trois atomes 
contraints à rester ensemble, sont plus ordonnées que les trois 
molécules diatomiques à partir desquelles elles se sont formées, 
De même, dans des conditions appropriées, beaucoup de protéines 
dénaturées (dépliées) se replieront spontanément pour retrouver 
leurs conformations natives (repliées normalement } hautement 
ordonnées (Section 9-1A). Ce que nous voulons réellement, par 
conséquent, c'est une fonction d'état qui prévoie si un processus 
donné est spontané ou non. Nous allons l'étudier ci-dessous. 


A. L'énergie libre de Gibbs 
L'énergie libre de Gibbs: 

G=H-TS [13.9] 
formule proposée par J. Willard Gibbs en 1878, est l'indice de 
spontanéité des processus à température et pression constantes. 
Pour les systèmes qui ne peuvent accomplir qu'un travail pression- 


volume (w” = 0), en combinant les équations [3.4] et [3.9] à tem- 
pérature T et pression P constantes on obtient : 
AG = AH -TAS = q,-TAS [3.10] 


Mais d'après l'équation [3.8], TAS 2 g pour des processus sponta- 


née à T ennetante Par rnncénnent AC € A »et lo rritôre As ennn. 


TABLEAU 3-2 Variation de spontanéité de la réaction (signe 
de AG) en fonction des signes de AH et de AS 


AH AS AG=AH-TAS 


- + La réaction est favorable pour ce qui concerne aussi bien 
l'enthalpie (exothermique) que l'entropie. Elle est spon- 
tanée (exergonique) à toutes températures. 

La réaction est favorable pour l'enthalpie mais défavo- 
rable pour l'entropie. Elle ne sera spontanée qu'aux tem- 
pératures en dessous de T = AH/AS. 

La réaction est défavorable pour l'enthalpie (endother- 
mique) mais favorable pour l'entropie, Elle ne sera spon- 
tanée qu'aux températures au-dessus de T = AH/AS. 

La réaction est défavorable aussi bien pour l'enthalpie 
que pour l'entropie. Elle est non spontanée (endergo- 
nique) à toutes les températures 


tanéité que nous cherchons pour T et P constants, conditions 
typiques des processus biochimiques. 

Les processus spontanés, c'est-à-dire ceux qui ont des valeurs 
de AG négatives, sont dits exergoniques (du grec ergon, travail); 
ils peuvent être utilisés pour effectuer un travail. Les processus non 
spontanés, dont les valeurs de AG sont positives, sont appelés 
endergoniques : ils doivent être accompagnés d'un apport d'éner- 
gie libre (les mécanismes sont étudiés dans la Section 3-4C). Les 
processus à l'équilibre, ceux pour lesquels les réactions en sens 
direct et en sens inverse sont parfaitement équilibrées, sont carac- 
térisés par un AG = 0, Remarquez que la valeur de AG varie direc- 
tement avec la température. Ceci explique, par exemple, que la 
structure native d’une protéine, dont l'élaboration à partir de sa 
forme dénaturée s'accompagne à la fois d’un AH < O et d’un 
AS < 0, prédomine à la température sous laquelle A4 = TAS (tem- 
pérature de dénaturation), alors que la protéine dénaturée pré- 
domine au-dessus de cette température. La variation de spontanéité 
d'un processus en fonction des signes de A/J et AS est résumée 
dans le Tableau 3-2. 


B. Énergie libre et travail 


Quand un système à température et pression constantes ne fait 
aucun travail pression-volume, l'Ég. [3.10] doit être développée 
comme suit : 


AG=q,-TAS-w [3.11] 
ou, puisque TAS 2 q, (Éq. [3.8]). 
AG S -w' 
soit : 
AG2w' [3.12] 


Puisque le travail pression-volume est insignifiant dans les sys- 
tèmes biologiques, pour un processus biologique, AG représente 
son travail maximum récupérable. Le AG d'un processus indique 
par conséquent la séparation de charge maximum qu'il peut assu- 
rer, le gradient de concentration maximum qu'il peut former (Sec- 
tion 3-4A), l'activité musculaire maximum qu'il peut produire, etc. 


Lu Cais anus las amnansaus nfals si 0 maossonmet muse dons. Le. Le 


réversibilité, l'inégalité de l'Ég. [3.12] s'applique, ce qui veut dire 
que le travail potentiel de n'importe quel système n'est jamais 
récupéré à 100 %. Ceci est révélateur du caractère dissipatif inhé- 
rent à la nature. En réalité, comme nous l'avons déjà vu, c'est pré- 
cisément ce caractère dissipatif qui fournit la force motrice globale 
pour n'importe quel changement. 

Il est important de rappeler qu'une forte valeur négative de AG 
ne signifie pas qu'une réaction chimique se fera à une vitesse 
mesurable. Celle-ci dépend du mécanisme détaillé de la réaction, 
qui est indépendant de AG. Par exemple, la plupart des biomolé- 
cules, y compris les protéines, les acides nucléiques, les glucides 
et les lipides, sont thermodynamiquement instables à l'hydrolyse 
mais, néanmoins, ne s’hydrolysent spontanément qu'à des vitesses 
insignifiantes d'un point de vue biologique. Ce n'est qu'en pré- 
sence d'enzymes appropriées que l'hydrolyse de ces molécules se 
fera à une vitesse raisonnable. Cependant, un catalyseur, qui par 
définition n'est pas modifié au cours de la réaction, n'affecte en 
rien son AG. Autrement dit, une enzyme ne peut que permettre 
d'atteindre plus rapidement l'état d'équilibre thermodynamique ; 
elle ne peut, en aucun cas, rendre possible une réaction dont le AG 
est positif. 


4 B LES ÉQUILIBRES CHIMIQUES 


L'entropie (le désordre) d'une substance augmente avec son 
volume. Par exemple, comme nous l'avons vu avec notre appareil 
à flacons jumeaux (Fig. 3-1), un ensemble de molécules de gaz, en 
occupant tout le volume possible, atteint son entropie maximum. 
De même, des molécules dissoutes se répartissent uniformément 
dans l'ensemble du volume de la solution. L'entropie est donc 
fonction de la concentration. 

Si l’entropie varie avec la concentration, il doit en être de 
même de l'énergie libre. Ainsi, comme nous le montrons dans 
cette section, la variation d'énergie libre d’une réaction chimique 
dépend des concentrations de ses réactifs et de ses produits. Ce 
phénomène a une signification importante en biochimie, car les 
réactions enzymatiques peuvent se dérouler dans les deux direc- 
tions en fonction des concentrations relatives de leurs substrats et 
de leurs produits. Ainsi, la direction de beaucoup de réactions cata- 
lysées par des enzymes dépend de la disponibilité de leurs sub- 
strats (les réactifs) et de la demande métabolique de leurs produits 
(bien que la plupart des voies métaboliques soient unidirection- 
nelles ; Section 16-6 C). 


A. Constantes d'équilibre 


La relation entre la concentration et l'énergie libre d’une substance 
A, qui est démontrée dans l'appendice de ce chapitre, est approxi- 
mativement : 

G,-G$=RT In [A] [3.13] 
où G, est appelée soit énergie libre partielle molaire soit poten- 
tiel chimique de A (la barre indique la quantité par mole), G£ étant 
l'énergie libre partielle molaire de A dans son état standard (voir 


Section 3-4 B), À la constante des gaz parfaits (Tableau 3-1) et [A] 
la concentration molaire de A. Ainsi pour la réaction générale, 


AaÀù ss EP _. LÉ" 1 AN 
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puisque les énergies libres s'additionnent et que la variation 
d'énergie libre d'une réaction est égale à la somme des énergies 
libres des produits moins celles des réactifs, la variation d'énergie 
libre pour cette réaction est : 

AG = cG—e + dGy -aG, - bGy [3.14] 
En substituant cette relation dans l'Éq. [3.13], nous obtenons : 

an] 

{A} [B} 


sG = a +krn| [3.15] 


où AG° est la variation d'énergie libre de la réaction lorsque tous 
les réactifs et produits sont dans leur état standard. Donc, l'ex- 
pression de la variation d'énergie libre d'une réaction présente 
deux parties : (1) un terme constant dont la valeur ne dépend que 
de la réaction, et (2) un terme variable qui dépend des concentra- 
tions des réactifs et des produits, de la stæchiométrie de la réac- 
tion, et de la température. 

Pour une réaction à l'équilibre, il n'y a pas de variation nette 
car l'énergie libre de la réaction directe compense exactement celle 
de la réaction inverse. Par conséquent, AG = 0 et l'Ég. [3.15] 
devient : 


AG°=-RTInK,, 
où K,,, est la constante d'équilibre de la réaction : 
(CI. {D 


D mL 2e gr AOYAT [3.17] 
SN [AR IBI, 


où l'indice « eq » indique les valeurs des concentrations à l'équi- 
libre. (La condition d'équilibre est en général facile à déduire du 
contexte de la situation si bien que les concentrations à l'équilibre 
s'expriment fréquemment sans cet indice). La constante d'équi- 
libre d'une réaction peut donc se calculer à partir de la valeur de 
la variation de l'énergie libre standard et vice versa. Le Ta- 
bleau 3-3 donne les relations numériques entre AG° et K,.. Notez 
qu'une variation d'un facteur 10 de X,, à 25 °C correspond à une 
variation de AG° égale à 5,7 kJ + mol', soit moins de la moitié de 
l'énergie libre d'une simple liaison hydrogène. 

Les équations [3.15] à [3.17] montrent que quand les substrats 
d'une réaction sont en excès par rapport à leurs concentrations à 
l'équilibre, la réaction nette se fera dans le sens direct jusqu'à ce 


[3.16] 


TABLEAU 3-3 Variation de K,, en fonction de AG° à 25 °C 
Ke AG° (kJ-mol!} 
10° -343 
10* -228 
10 -114 
10! 5,7 
10 0,0 
10 57 
10? 11,4 
107 22.8 
10° 34,3 
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que les substrats en excès soient transformés en produits et que 
l'équilibre soit atteint. Inversement, quand les produits sont en 
excès, la réaction nette se fait en sens inverse afin de transformer 
les produits en substrats jusqu'à ce que le rapport des concentra- 
tions à l'équilibre soit également atteint. Ainsi, comme l'énonce le 
principe de Le Châtelier, fout écart de l'équilibre met en branle 
un processus qui tend à rétablir le système à l'équilibre. Tous les 
systèmes isolés doivent, par conséquent, atteindre inévitablement 
l'équilibre. Les systèmes vivants échappent à ce cul-de-sac ther- 
modynamique, car ce sont des systèmes ouverts (Section 16-6 A). 

La variation de la constante d'équilibre en fonction de la tem- 
pérature est obtenue en substituant l'Ég. [3.10] dans l'Éq. [3.16] 
après réarrangement : 


= [3.18] 


où ° et 5° représentent l'enthalpie et l’entropie à l'état standard. 
Si AH° et AS° sont indépendants de la température, ce qui est sou- 
vent le cas en première approximation, une représentation de In 
K,,, en fonction de 1/7, connue sous le nom de graphique de van’t 
Hoff, donne une droite de pente -A//°/R avec une intersection 
égale à AS°/R. Cette relation permet de calculer les valeurs de AH° 
et AS° à partir des valeurs de K,,, mesurées à deux températures ou 
plus. Les données par calorimétrie, jusque récemment très diffi- 
ciles à mesurer pour les processus biochimiques, ne sont donc pas 
nécessaires pour obtenir les valeurs de A/° et de AS°. En consé- 
quence, la plupart des données thermodynamiques en biochimie 
ont été acquises en utilisant l'Ég. [3.18]. Cependant, la mise au 
point récente du microcalorimètre à balayage offre la possibilité 
de mesurer directement le A4 (q,) des processus biochimiques. En 
fait, une différence entre les valeurs de A//° d'une réaction mesu- 
rée par calorimétrie et par la représentation de van’t Hoff semble 
indiquer que la réaction fait intervenir un ou plusieurs états inter- 
médiaires, en plus de l'état initial et de l’état final implicites dans 
la formulation de l'Ég. [3.18]. 


B. Variations d'énergie libre standard 


Puisqu'on ne peut mesurer que des différences d'énergie libre, AG, 
et non les énergies libres elles-mêmes, il est nécessaire de définir 
un état standard auquel on pourra se référer, afin de comparer les 
énergies libres de différentes substances (tout comme nous nous 
référons au niveau de la mer, dont la hauteur a été arbitrairement 
fixée à zéro, pour déterminer les altitudes de lieux géographiques). 
Par convention, l'énergie libre de tous les éléments purs dans leur 
état standard de 25 °C, 1 atm., et sous leur forme la plus stable (ex. 
O, et non O,), est égale à zéro. L'énergie libre de formation de 
toute molécule, AG°, est définie comme la variation d'énergie libre 
qui accompagne la formation d'I mole de cette substance, dans 
son état standard, à partir des éléments qui la composent dans leur 
état standard. La variation d'énergie libre standard pour toute réac- 
tion peut être calculée d'après l'équation : 

AG° = YAG (produits) - ZAG? (substrats) [3.19] 
Le Tableau 3-4 donne une liste d'énergies libres de formation, 
AG”, pour une série de substances d'intérêt biochimique. 


TABLEAU 3-4 Énergies libres de formation de quelques 


composés d'intérêt biochimique 

Composé AG (kJ° mot!) 
Acétaldéhyde 139,7 
Acétate” 369,2 
Acétyl-CoA 374,1" 
cis-Aconitate + 920,9 
CO, (g) 394,4 
CO, (ag) 386,2 
HCO; 587,1 
Citrate* 11666 
Dihydroxyacétone phosphate?- 1293,2 
Ethanol 181,5 
Fructose 915,4 
Fructose-6-phosphate?- 1758,3 
Fructose-1 ,6-bisphosphate*- 2600,8 
Fumarate? 604,2 
&-D-glucose 917,2 
Glucose-6-phosphate?- 1760,2 
Glycéraldéhyde-3-phosphate? 1285,6 
H* 0,0 
H; (@) 0,0 
H,0 (1) 237,2 
Isocitrate*- 1160,0 
a-Cétoglutarate? 798,0 
Lactate” 5166 
L-Malate? 845,1 
OH 157,3 
Oxaloacétate?- 797,2 
Phosphoénolpyruvate* 1269,5 
2-Phosphoglycérate*- 1285,6 
3-Phosphoglycérate} 1515,7 
Pyruvate” 474,5 
Succinate? 690,2 
Succinyl-CoA 686,7* 


# Pour la formation à partir d'éléments libres + CoA libre (coenzyme A). 


D'après Metzier, D.E., Biochemistry, The Chemical Reactions of Living Cells, 
pp. 162-164, Academic Press (1977). 


a. Conventions d'état standard en biochimie 

La convention utilisée en chimie physique définit ainsi l'état 
standard d'un soluté : activité égale à un, à 25 °C et 1 atm. (l'ac- 
tivité correspond à la concentration corrigée en raison d'un com- 
portement non idéal, comme cela est expliqué dans l’appendice de 
ce chapitre ; pour les solutions diluées typiques des réactions bio- 
chimiques en laboratoire, de telles corrections sont minimes, si 
bien que les activités peuvent être assimilées aux concentrations). 
Toutefois, étant donné que les réactions biochimiques se déroulent 
généralement dans des solutions diluées à pH neutre, un état stan- 
dard quelque peu différent a été adopté pour les systèmes biolo- 
giques : 


M L'état standard de l’eau est celui du liquide pur, si bien que 
l’activité de l’eau pure est assimilée à 1, malgré que sa concentra- 
tion soit égale à 55,5 M. Le terme [H,O] est donc inclus dans la 
valeur de la constante d'équilibre. Cette convention simplifie les 
expressions d'énergie libre pour les réactions en solutions 
aqueuses diluées où l’eau est un réactif ou un produit, car ainsi, le 
terme [H,0] peut être ignoré. 

B L'activité de l'ion hydrogène est égale à 1 au pH physiolo- 
gique de 7, plutôt qu'à pH 0, valeur qui caractérise l'état standard 
en chimie physique, et où beaucoup de substances biologiques sont 
ins ? 

B L'état standard d'une substance qui peut être l'objet d'une 
réaction acido-basique est défini en fonction de la concentration 
totale de ses différentes formes qui s’ionisent spontanément à 
pH 7. À l'inverse, la convention en chimie physique se réfère à une 
espèce pure, qu'elle existe ou pas à pH 0, L'avantage de la conven- 
tion utilisée en biochimie, c’est que la concentration totale d’une 
substance ayant de multiples états ionisés, ce qui est le cas des bio- 
molécules, est habituellement plus facile à mesurer que la concen- 
tration de l’une de ses espèces ioniques. Cependant, puisque l’état 
d'ionisation d’un acide ou d’une base varie avec le pH, les éner- 
gies libres standard calculées selon la convention adoptée en bio- 
chimie ne sont valables qu'à pH 7. 

Selon cette convention, les variations d'énergie libre standard 
des substances sont symbolisées couramment par AG°’ afin de 
les distinguer des variations d'énergie libre standard mesurées en 

chimie-physique, soit AG° (notez que la valeur de AG pour n'im- 
porte quel processus étant expérimentalement mesurable, elle est 
indépendante de l'état standard choisi; soit AG = AG"). De 
même, la constante d'équilibre en biochimie, qui est définie à 
partir de AG° au lieu de AG° dans l'équation [3.17], est sym- 
bolisée par K",. 

La relation entre AG° et AG°’ est souvent simple. Il y a trois 
cas de figure : 

L. Si les espèces réactives ne comportent ni H,0 ni H*, les 
expressions de AG°" et AG® sont identiques. 

2. Dans le cas d'une réaction en solution aqueuse diluée qui 
donne x molécules d'H,0 : 


A+B=—=C+D +7H,0 
Les équations [3.16] et [3.17] montrent que : 


(CI{D] nor 
(A]{B] 
D'après la convention utilisée en biochimie, à savoir l'activité de 
l'eau pure égale à 1, 


ao-RTh Ke | 


ao + kr ky=-KTi | 


(CI a 
(A](B] 
D'où : 


AG°" = AG° + nRT In [H,0] [3.20] 


avec [H,0] = 55,5 M (concentration de l'eau en solution aqueuse), 
si bien que pour une réaction à 25 °C qui forme 1 mol d’'H,0, 
AG" = AG° + 9,96 kJ-mol”!. 
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3. Pour une réaction qui implique des ions H* telle que : 


A+B==C+HD 


Ïx 


D: + H* 


_ [HD 
- [HD] 


nous obtenons, par des approches identiques à celles que nous 
venons de voir, la relation : 


AG°" = AG° —RT In(1 + KAH*},) + AT InfH*}, [3.21] 
où [H*}, = 107 M, seule valeur de [H*] pour laquelle cette équa- 
tion est valable. Bien sûr, si plus d'une espèce ionisée intervient 
dans la réaction et/ou si l’une d'entre elles est un polyacide, 
l'Ég. [3.21] devient plus compliquée. 


B. Réactions couplées 


L'additivité des variations d'énergie libre permet à une réaction 
endergonique d'être entraînée par une réaction exergonique, dans 
des conditions appropriées. Ce phénomène constitue la base ther- 
modynamique du fonctionnement des voies métaboliques, car la 
plupart de ces suites de réactions comprennent aussi bien des réac- 
tions endergoniques que des réactions exergoniques. Considérons 


la réaction en deux étapes suivante : 
(1) A+B—C+D AG, 
(2) D+E=—F+G AG; 


Si AG, 2 0, la réaction (1) n'aura pas lieu spontanément. Cepen- 
dant, si AG, est suffisamment exergonique de sorte que AG, + 
AG; < 0, alors, même si la concentration à l'équilibre de D dans la 
réaction (1) reste relativement faible, elle sera plus importante que 
dans la réaction (2). Comme la réaction (2) transforme D en pro- 
duits, la réaction (1) se fera dans le sens direct afin de maintenir la 
concentration de D à sa valeur à l'équilibre. La réaction (2) très 
exergonique entraîne ainsi la réaction (1) endergonique et on dit 
que les deux réactions sont couplées grâce à leur intermédiaire 
commun D. On peut aussi montrer que ces réactions couplées se 
font spontanément (mais pas nécessairement à une vitesse conve- 
nable), en additionnant les réactions (1) et (2), ce qui donne la 
réaction globale : 
(1) + (2) A+B+E—C+F+6G AG; 

où AG; = AG, + AG, < 0. Tant que la réaction globale (séquence 
des réactions) est exergonique, elle se fera dans le sens direct. 
Ainsi, l'énergie libre qui accompagne l'hydrolyse de l'ATP, réac- 
tion très exergonique, est utilisée pour permettre à de nombreux 
processus biologiques, en fait endergoniques, de s'accomplir jus- 
au'au bout (Section 16-40). 
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M APPENDICE : L'ÉNERGIE LIBRE DÉPEND DE LA CONCENTRATION 


Pour démontrer que l'énergie libre d'une substance est fonction de 
sa concentration, considérons la variation d'énergie libre d'un gaz 
parfait qui subit une variation de pression réversible à température 
constante (w° = 0, car un gaz parfait est incapable d'accomplir un 
travail autre qu'un travail pression-volume), En substituant les Éd. 
(3.1] et (3.2] dans l'Ég. [3.9] et en calculant les différentielles on 
obtient : 
dG = dq — dw + P dV + V dP -T dS [3.A1] 
Après substitution des formes différentielles des Ég. [3.3] et [3.8] 
dans cette expression, celle-ci se réduit à : 
dG = V dP [3.A2] 
L'équation des gaz parfaits est PV = nRT, où n désigne le nombre 
de moles de gaz. Donc, 


dP 
dG=nAT--=nRTdlP [3.43] 


Ce résultat concernant une phase gazeuse peut s'appliquer au 
domaine des solutions chimiques plus en rapport avec la biochi- 
mie, en utilisant la loi de Henry, pour une solution contenant le 
soluté volatil A en équilibre avec la phase gazeuse : 
Dans cette expression, P, est la pression partielle de A lorsque sa 
fraction molaire dans la solution est X,, et K, est la constante de 
la loi de Henry pour A dans le solvant utilisé. Cependant, il est 
généralement plus facile d'exprimer les concentrations des solu- 
tions relativement diluées des systèmes chimiques et biologiques 
en termes de molarité plutôt qu'en fractions molaires, Pour une 
solution diluée : 
NA [A] 


M, 00 mme = meme 
À ns SOWaNt 


[3.A5] 


où la concentration du solvant [solvant] est à peu près constante. 
Ainsi, 
P,= KA] [3.A6] 


où K, = K,/isolvant]. En substituant cette expression dans 
l'Éq. [3.3]. on obtient : 


dG, = n,RT d {in K\ + In [AÏ) = n,RT d'in [A] (3.A7] 


L'énergie libre, tout comme l'entropie et l'enthalpie, est une 
quantité relative qui ne peut être définie que par rapport à un cer- 
tain état standard arbitraire. L'état standard est généralement défini 
pour une température de 25 °C, une pression de 1 atm., et, pour 
raison de simplicité mathématique, [A] = 1. L'intégration de 
l'Éq. [3.A7] entre l'état standard, [A] = 1 et l'état final, [A] = [A] 
donne : 


EE (D nu PTIin!AI 12 Ag! 


où G°, est l'énergie libre de A à l'état standard et où [A] repré- 
sente en fait le rapport de concentration [AJ/1. Puisque la loi de 
Henry n'est valable que pour les solutions réelles diluées à l'infini, 
l'état standard est néanmoins défini comme l'état purement hypo- 
thétique d'un soluté 1 M avec les propriétés qu'il aurait à dilution 
infinie. 

Les termes relatifs à l'énergie libre de l'Ég. [3.A8] peuvent 
être convertis de grandeurs extensives (qui dépendent de la quan- 
tité de matériel) en grandeurs intensives (indépendantes de la 
quantité de matériel) en divisant les deux termes de l'équation par 
ñ;, € qui donne : 

G,-G;%=RT In [A] [3.A9] 

L'équation [3.A9] ne s'applique qu'aux solutions qui suivent 
exactement la loi de Henry, bien que les solutions réelles ne sui- 
vent cette loi que pour une dilution infinie à condition que le soluté 
soit volatil. Toutes ces difficultés peuvent être éliminées en rem- 
plaçant [A] de l’Éq. [3.A9] par une quantité, a,, appelée activité 
de À, définie par : 

a, = Yx [A] [3.A10] 
où y, est le coefficient d'activité de A. L'équation [3.A9] devient 
alors, 

G,-G,=RTlIna, B.A11] 
dans laquelle tout ce qui s'éloigne du comportement idéal, y com- 
pris la possibilité pour le système d'effectuer un travail autre qu'un 
travail pression-volume, se retrouve dans le coefficient d'activité, 
lequel est une quantité expérimentalement mesurable, Le compor- 
tement idéal n'est approché que pour des dilutions infinies ; c’est- 
à-dire que Y,— 1 quand [A] — 0. L'état standard dans 
l'Éq. (3.A11] est redéfini comme celui dont l’activité égale 1. 

Les concentrations des réactifs et produits dans la plupart des 
réactions biochimiques en laboratoire sont souvent si faibles (de 
l'ordre du millimolaire ou moins) que les cæfficients d'activité de 
ces différentes espèces sont proches de 1. Par conséquent, les acti- 
vités de la plupart des espèces biochimiques dans les conditions 
d'expériences en laboratoire peuvent être calculées de façon 
approximative, mais satisfaisante, en utilisant leurs concentrations 
molaires : 

G,-G%=RT In [A] [3.13] 
Cependant, le cœfficient d'activité d'une substance varie avec la 
concentration totale de toutes les substances présentes, y compris 
la sienne propre. Ainsi, bien que les concentrations de la plupart 
des biomolécules dans la cellule soient très basses, prises dans leur 
ensemble elles donnent des valeurs telles (p. ex., voir Fig. 1-13) 
que les cœfficients d'activité des substances individuelles s'écar- 
tent significativement de l'unité. Il est malheureusement difficile 
de mesurer de telles valeurs dans un compartiment cellulaire (où il 
est d'ailleurs aussi difficile de déterminer la concentration d'une 
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1 B Premier principe de la thermodynamique : l'énergie se 
conserve Le premier principe de La thermodynamique : 


U=q-W [3.1] 


où q est la chaleur et w le travail, est l'énoncé du principe de la conser- 
vation de l'énergie. L'énergie est une fonction d'état car l'énergie d'un 
système ne dépend que de l'état du système. L'enthalpie, 


H=U+PV [32] 


où P est la pression et V le volume, est une fonction d'état très proche, 
qui donne la valeur de la chaleur à pression constante dans des condi- 
tions où ne peut être effectué que du travail pression-volume, 

2 MB Deuxième principe de la thermodynamique : l'Univers 
tend vers un désordre maximum L'entropie, autre fonction d'état, se 
définit ainsi : 


S=kÿinWw [3.5] 


où W, le désordre, est le nombre de possibilités équivalentes pour 
arranger le système dans les conditions qui lui sont imposées et &, est 
la constante de Boltzmann, Le deuxième principe de la thermodyna- 
mique énonce que l'univers tend vers un désordre maximum, d'où 
AS ess > 0 pour n'importe quel processus réel. 

3 B L'énergie libre : indice de spontanéité L'énergie libre de 
Gibbs d'un système 


G=H-TS [3.9] 


diminue lors d'un processus spontané à pression constante. Lorsqu'un 
processus est à l'équilibre, le système ne subit aucune variation nette, 
si bien que AG = 0. Un processus idéal, dans lequel le système est tou- 
jours à l'équilibre, est dit réversible. Tous les processus réels sont irré- 
versibles car les processus à l'équilibre ne peuvent se produire qu'à 
des vitesses infinitésimales. 

4 B Équilibres chimiques Pour une réaction chimique, 


aÀ + bB — «C + dD 
la variation de l'énergie libre de Gibbs s'exprime par : 


(CI mr. 
{AFIBP 


où AG”, la variation d'énergie libre standard, est La variation d'énergie 
libre à 25°C pour une pression de 1 atm., et pour des activités des réac- 
tifs et des produits égales à l'unité, L'état standard biochimique, AG°’, 
est défini de la même façon mais pour des solutions aqueuses diluées 
de pH 7, pour lesquelles les activités de l'eau et de H° sont toutes deux 
égales à l'unité. À l'équilibre : 


d 
AG°" =-RT In K°, = -RT In (os) B.17a] 


où K', est la constante d'équilibre selon les conventions biochi- 
miques. Une réaction endergonique (AG > 0) peut être entraînée par 
une réaction exergonique (AG < 0) si les deux réactions sont couplées 
et si l'ensemble est exergonique. 


aG = 6° + kr | 13.15] 


a 
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Sr nn 
PROBLÈMES 


L. «Tu es cendres et tu retourneras en cendres, tu es poussière et tu 
retourneras en poussière », nous dit la Bible, Pourquoi une famille de ther- 
modynamiciens en deuil serait-elle tout autant réconfortée par l'énoncé du 
deuxième principe de la thermodynamique ? 

2. Combien de volées d'escaliers de 4 mètres de haut une personne 
obèse de 75 kg doit-elle monter pour annuler les effets de la consomma- 
tion d'un hamburger de 500 Cal ? Supposez que le rendement de la trans- 
formation de l'énergie alimentaire en énergie mécanique soit de 20 %. La 
Pacce gravtntionnete d'en CN de masse 29 kg ont le mg, où ln conte 
da orauitatinn » = 0% me" 


3. En fonction des concepts de la thermodynamique. pourquoi est-il 
plus difficile de garer une voiture dans un espace réduit que de la sortir de 
cet endroit ? 


4. On a dit qu'une armée de singes consciencieux, tapant à la machine 
à écrire au hasard, arriverait finalement à produire toutes les œuvres de 
Shakespeare. Combien de temps faudrait-il en moyenne à 1 million de 
singes, chacun tapant sur une machine à écrire de 46 touches (espace 
inclus, mais pas de touche de retour) à la vitesse d'une touche frappée à la 
seconde, pour taper la phrase « To be or not 10 be » ? Combien de temps 
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si l'ordinateur n'accepte que la bonne lettre dans la phrase, pour se dépla- 
cer ensuite à la lettre suivante (c.à.d. que l'ordinateur sait ce qu'il veut)? 
Quelles indications ces résultats apportent-ils sur la probabilité de l'ordre 
s'établissant au hasard à partir du désordre, par rapport à l'ordre s'établis- 
sant grâce à un processus évolutif ? 


5. Montrez que le transfert de chaleur d'un objet plus chaud vers un 
objet moins chaud, mais non le transfert inverse, obéit au deuxième prin- 
cipe de la thermodynamique. 

6. Le monoxyde de carbone peut cristalliser, les molécules de CO for- 
mant des rangs parallèles. Puisque le CO est une molécule presque ellip- 
soïdale, les molécules de CO adjacentes pourraient aussi bien s'aligner tête 
contre queue que tête contre tête en l'absence d'effets de polarité, Dans un 
cristal contenant 102! molécules de CO, quelle est l'entropie de toutes les 
molécules de CO alignées tête contre queue ? 


7. Le Bureau des Brevets Européens a reçu et continue de recevoir de 
nombreuses candidatures concernant des machines à mouvement perpé- 
tuel, De telles machines sont classées en deux catégories, celles qui violent 
le premier principe de la thermodynamique et celles qui violent le 
deuxième principe de la thermodynamique. Pour une machine à mouve- 
mem perpétuel de la première catégorie, l'erreur est généralement facile à 
déceler : par exemple, un générateur électrique actionné par un moteur et 
qui produirait une quantité d'énergie supérieure à celle fournie par le 
moteur. L'erreur pour des machines à mouvement perpétuel de la 2ème 
catégorie est cependant plus subtile. Prenez, par exemple, un bateau qui 
utilise l'énergie thermique extraite de la mer grâce à une pompe à chaleur 
pour faire bouillir de l'eau afin d'actionner une machine à vapeur qui ferait 
marcher le bateau ainsi que la pompe. Montrez, en termes généraux, qu'un 
tel système à propulsion violerait le deuxième principe de la thermodyna- 
mique. 

8. En utilisant les données du Tableau 3-4, calcublez les valeurs de AG° 
à 25 °C pour les réactions métaboliques suivantes : 


(a) CH, + 6 0; = 6 CO, (ag) + 6 H,0 (1) 


Glucose 
(b) C,H,,0, == ACH,CH,OH) + 2 CO, (ag) 
Glucose Ethanol 


te) C,H,,0, —= ACH,CHOHCOO") + 2H° 
Glucose Lactate 


[Ces réactions correspondent, respectivement, au métabolisme oxydatif, à 
la fermentation alcoolique par des levures en l'absence d'oxygène, et à la 
fermentation homolactique dans le muscle squelettique qui utilise l'énergie 
plus rapidement que le métabolisme oxydatif ne peut en fournir (Sec- 
tion 17-3B). 

*9. Les formes natives et dénaturées d'une protéine sont généralement 
en équilibre comme suit : 


protéine (dénaturée) == protéine (native) 


Pour une solution donnée de la protéine ribonucléase À, dont la concen- 
tration en protéine totale est de 2,0 x 107?M, les concentrations des formes 
dénaturée et native sont données dans le tableau suivant pour les tempéra- 
tures de 50 °C et 100 °C : 


[Ribonucléase [Ribonucléase A 
(°C) (dénaturée)] (M) (native)] (M) 
50 S,1 x 10 2,0 x 107 
100 2.8 x 10+ 1,7 x 10 


(a) Calculez A/H° et AS° pour la réaction de repliement en supposant que 
ces valeurs sont indépendantes de la température ; (b) Calculez AG° pour 
le repliement de la ribonucléase A à 25 °C. Ce processus est-il spontané 
dans des conditions d'état standard à cette température ? (c) Quelle est la 
température de dénaturation de la ribonucléase A dans des conditions d'état 
standard ? 

*10. En utilisant les données du Tableau 3-4, calculez le AG,” pour 
les composés suivants à 25 °C: (a) H,0 (1); (b) saccharose (saccharose 
+ H,0 == glucose + fructose: AG°' = -29,3 kJ-mol”!); et (c) acétate 
d'éthyl(acétme d'éthyl + H,0 == éthanol + acétate” + H°: AG° = 
19,7 kJ-mot !; le pK de l'acide acétique est de 4,76). 

11. Calculez les constantes d'équilibre pour l'hydrolyse des compo- 
sés suivants à pH 7 et 25 °C: (a) pyruvate (AG°" = 
—61.9 kJ-mol-!); (b} pyrophosphate (AG°’ = -33,5 kJ:mol-!); et (c) glu- 
cose-1-phosphate (4G°’ = — 20,9 kJ-mol-!), 
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L'enzyme de digestion, la carboxypeptidase bovine À montrant son feuillet B central. 
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Il n'est pas étonnant que les premières recherches en biochimie 
aient été consacrées essentiellement à l'étude des protéines. Les 
protéines constituent la classe de macromolécules dont les proprié- 
tés physico-chimiques sont le mieux définies et elles étaient donc 
généralement plus faciles à isoler et caractériser que les acides 
nucléiques, les polysaccharides, ou les lipides. De plus, les pro- 
téines ont des fonctions biochimiques évidentes, en particulier lors- 
qu'il s'agit d'enzymes. Le rôle prépondérant que jouent les pro- 
téines dans les processus biologiques est donc reconnu depuis les 
premiers jours de la biochimie. À l'inverse, il a fallu attendre la fin 
des années 1940 pour qu'on prenne conscience du rôle des acides 
nucléiques dans la transmission et l'expression de l'information 
génétique, et les années 1980 pour qu'on découvre leurs fonctions 
catalytiques ; le rôle des lipides dans les membranes biologiques ne 
fut pas connu avant les années 1960, et les fonctions biologiques 
des polysaccharides sont encore quelque peu mystérieuses. 

Dans ce chapitre, nous étudierons les structures et les proprié- 
tés des unités monomériques des protéines, les acides aminés. 
C'est à partir de ces substances que les protéines sont synthétisées 
par des mécanismes que nous étudierons dans le chapitre 32. Les 
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FIGURE 4-1 Formule générale de la structure d'un a-aminoacide. Il y 
a 20 grounes R différents dans les acides aminés courants (Tableau 4-11 


acides aminés sont également des métabolites énergétiques et, 
dans le règne animal, beaucoup d'entre eux sont des nutriments 
indispensables (Chapitre 26). De plus, comme nous le verrons, 
beaucoup d'acides aminés et leurs dérivés ont une importance bio- 
chimique en tant que tels (Section 4-3B). 


1 M ACIDES AMINÉS DES PROTÉINES 


Les analyses d'un très grand nombre de protéines provenant des 
sources les plus diverses ont montré que routes les protéines sont 
formées de 20 acides aminés « standard » dont la liste est donnée 
dans le Tableau 4-1. Ces substances sont des &-aminoacides, car, 
à l'exception de la proline, ils présentent un groupe amine pri- 
maire et un groupe acide carboxylique substitués sur le même 
atome de carbone (Fig. 4-1 ; la proline a un groupe amine secon- 
daire). 


A. Propriétés générales 


Les valeurs de pK des 20 &-aminoacides des protéines sont don- 
nées dans le Tableau 4-1 où pK, et pK, correspondent respective- 
ment aux groupes &-Ccarboxylique et &—-aminé, et pK, correspond 
aux groupes des chaînes latérales ayant des propriétés acido- 
basiques. D'après le Tableau 4-1, les valeurs de pK des groupes 
acides &-carboxyliques sont proches de 2,2, si bien que pour un 
pH supérieur à 3,5, ces groupes sont presque entièrement sous 
forme carboxylate. Tous les groupes &-aminés ont des valeurs de 
pK proches de 9,4 et sont donc presque entièrement sous forme 
amine protonée (ion ammonium) à des pH inférieurs à 8,0. Ceci a 
une conséquence importante sur le plan structural : dans une zone 
de pH physiologique les groupes acide carboxylique et aminé d'un 
@-aminoacide sont, tous deux, complètement ionisés (Fig. 4-2). Un 
acide aminé peut donc se comporter comme un acide ou comme 
une base, Les substances douées de cette propriété sont des 
amphotères et elles sont appelées ampholytes (de : amphotérique 
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FIGURE 4-2 La forme «ion dipolaire » des a-aminoacides telle qu'on 
la trouve aux DH phvsolosiques. 
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TABLEAU 4-1 Structures covalentes et abréviations des acides aminés « standard » des protéines, leur fréquence, et les valeurs de pK 
de leurs groupes ionisables 


Nom, Masse Fréquence 
symbole en trois lettres, du résidu moyenne dans PK: PK; PXr 
symbole en une lettre Structure“ (D les protéines (%)° a-COOH“ a-NHY chaîne latérale“ 
Acides aminés à chaîne latérale non polaire 
Glycine CO0- 57,0 6,8 2,35 9,78 
Gly | 
à HC-H 

NHi 
Alanine CO0” 71,1 7,6 2,35 9,87 
Ala | 
À FTY —CH; 

NH; 
Valine d'hdé "C H; 99,1 6,6 2,29 9,74 

74 
a H—C-—-CH 
DO NA 

no” CO00- CH; 113,2 9,5 2,33 9,74 
L RE Hé > — CH 

NHi CH 3 
Isoleucine çoo” CHs 113,2 5,8 2,32 9,76 
lle R 

NHi H 
Méthionine C00- 131,2 2,4 2,13 9,28 
Met | 
M ni Pas ir ÉD 

NH} 
Proline H2 97,1 5.0 1,95 10,64 
Pro coo-,C— CH, 
d > 

4 \ CH: 

NT "2 
Hz 

Phénylalanine  COO- … 147,2 4,1 2,20 9,31 
Phe | LS 
F H—C—CH2-—<( ) 

NH; ” 
Tryptophane coo 186,2 1,2 2,46 9,41 
T 7 
à H-C-CHiT— PS 

NHÿ A À 

H (suite page suivante) 


* Les formes ioniques représentées sont celles qui prédominent à pH 7,0 (excepté pour celle de l'histidine”) bien que la masse du résidu soit donnée pour ke composé 
neutre. Les atomes C,,, ainsi que ceux marqués d'un astérisque, sont des centres chiraux représentés selon la convention de Fischer, La numérotation des atomes des 
hétérocycles est standard, 

"Les masses des résidus sont données pour les résidus neutres. Pour avoir les masses moléculaires des acides aminés correspondants, ajouter 18,0 D, masse molé- 
Culaire de l'eau. Pour avoir la masse des chaînes latérales, ôter 56,0 D, masse formelle d'une liaison peptidique, de la masse des résidus, 

‘ Composition moyenne en acides aminés tirée de la base de données SWISS-PROT (http//www.expasy.ch/sprot), livraison 40,7. 

* D'après : Dawson, R. M. C., Elliott, W. H., and Jones, K. M. Dara for Biochemical Research (3° ed.), pp. 1-31, Oxford Science Publications (1986). 

“Les deux formes, neutre et protonée, de l'histidine sont présentes à pH 7,0 car son pK, est proche de 7,0. Ici, la numérotation du noyau imidazole de l'histidine est 
conforme à la convention biochimique. Dans la convention [UPAC, le N3 selon la convention biochimique est N1 et la numérotation augmente dans le sens horaire 
autour du cycle. 

1Les symboles en trois et une lettres pour l'asparagine ou l'acide aspartique sont Asx et B, alors que pour la glutamine ou l'acide glutamique ce sont GIx et Z. Le 
symbole en une lettre pour un acide aminé indéterminé où non standard est X. 


TABLEAU 4-1 (Suite) 


Nom, Masse Fréquence 
symbole en trois lettres, du résidu moyenne dans 
symbole en une lettre Structure” (D)? les protéines (%Y° 
Acides aminés à chaîne latérale polaire non chargée 
Sérine CO0- 87,1 7,1 
4 H—C—CHy—0H 

NHÿ 
Thréonine cO0” H 101,1 5,6 
_ H—C—C*-CHs 

NHi OH 
Asparagin  COO- 0 114,1 43 
ee H—C—CH-C 
N H \ 

NH: 

Glutamine’ Co0” [e) 128,1 3,9 
Gin Q 
: H—C—CH; CH 

NH} NHz 
Tyrosine co0” 163,2 32 
FT nf On 

NHÿ 
Cystéine Co0” 103,1 1,6 
_ H—C—CH—SH 

NHÿ 
Acides aminés à chaîne latérale polaire chargée 
Lysine bd 128,2 6,0 
ù H—C-CH;—CH3—CHy—CH3-NHj 

NH; 
Arginine : NH$6.2 52 

: / 
. H—C—CHiCHa—CHy—NH-—C\ 
NH} NH; 

og 7. rs 137,1 22 
ï H—C—CH, ñ J 

NH} H 
Acide aspartique/COO O 115,1 s2 
Asp 4 
D H—C—CH;-—C 

Ve. 

NH 0 
Acide glutamiqueCOO O 129,1 6,5 
Glu 


/ 
: H—C—CH;—CH3—C 


NHi 07 
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PK; 
a-COOH“ 


2,19 


2,09 


2,14 


2,17 


2,20 


1,92 


2,16 


1,82 


2,10 


PA; 
NH 


9,21 


9,10 


8,72 


9,13 


9,21 


10,70 


9,06 


8,99 


9,33 


9,90 


9,47 


PKk 
chaîne latérale‘ 


10,46 (phénol) 


8,37 (sulfhydryle) 


10,54 (e-NH') 


12,48 (guanidino) 


6,04 (imidazole) 


3,90 (B-COOH) 


4,07 (y-COOH) 
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et electrolyres). Dans la Section 4-1D, nous étudierons de manière 
plus approfondie les propriétés acido-basiques des acides aminés. 
Les molécules porteuses de groupes chargés de polarité opposée 
sont appelées zwitterions (de l'allemand zwitter, hybride) ou ions 
dipolaires. Le caractère dipolaire des a-aminoacides a été vérifié 
par plusieurs méthodes, y compris par des mesures de spectrosco- 
pie et par des déterminations aux rayons X de la structure cristal- 
lisée (à l’état solide, les &-aminoacides sont dipolaires, car le 
groupe amine basique enlève un proton au groupe acide carboxy- 
lique voisin). Les acides aminés étant des ions dipolaires, leurs 
propriétés physiques sont caractéristiques des composés ionisés. 
Par exemple, la plupart des &-aminoacides ont des points de fusion 
proches de 300 °C, alors que leurs dérivés non ionisés fondent 
généralement vers 100 °C. De plus, les acides aminés, comme 
d'autres composés ionisés, sont plus solubles dans des solvants 
polaires que dans des solvants non polaires. En fait, la plupart des 
acides &-aminés sont très solubles dans l'eau mais pratiquement 
insolubles dans la plupart des solvants organiques. 


B. Liaisons peptidiques 


Les acides @-aminés se polymérisent, du moins théoriquement, 
avec élimination d'une molécule d'eau, comme le montre la 
Fig. 4-3. La liaison CO-NH formée, découverte indépendamment 
par Emil Fischer et Franz Hofmeister en 1902, s'appelle liaison 
peptidique. Les polymères constitués de deux, trois, d’un petit 
nombre (de 3 à 10), ou d'un grand nombre de résidus d'acide 
aminé (ou unités peptidiques) sont appelés respectivement 
dipeptides, tripeptides, oligopeptides ou polypeptides. Toute- 
fois, ces substances sont souvent désignées simplement par « pep- 
tides ». Les protéines sont des molécules constituées d'une ou plu- 
sieurs chaînes polypeptidiques. La taille de ces polypeptides va de 
—40 à plus de 33 000 résidus d'acide aminé (bien qu'il y en ait peu 
de plus de 1500 résidus). Sachant que la masse moyenne d’un 
acide aminé est -110 D, ces polypeptides ont des masses molécu- 
laires comprises entre -4 et plus de -3600 kD. 

Les polypeptides sont des polymères linéaires ; autrement dit, 
chaque acide aminé est lié à ses voisins par ses deux extrémités, 
au lieu de former des chaînes branchées. Ceci reflète l'ingénieuse 
simplicité sous-jacente de la construction des macromolécules par 
les systèmes vivants car, comme nous le verrons, les acides 
nucléiques qui codent les séquences en acide aminés des polypep- 
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FIGURE 4-3 Condensation de deux a-aminoacides pour former un 
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tides sont aussi des polymères linéaires. Ceci permet une relation 
directe entre la séquence de monomères (nucléotides) d'un acide 
nucléique et la séquence de monomères (acides aminés) du poly- 
peptide correspondant sans autre complication pour indiquer les 
positions et les séquences de chaînes branchées éventuelles. 

Puisqu'il y a 20 choix différents possibles pour chaque résidu 
d'acide aminé d’une chaîne polypeptidique, il est facile d'imaginer 
qu'un nombre considérable de protéines différentes puisse exister. 
Par exemple, dans le cas des dipeptides, à chacun des 20 choix dif- 
férents pour le premier résidu d'acide aminé correspondent 
20 choix différents pour le deuxième résidu, soit un total de 20? = 
400 dipeptides différents. De même, pour les tripeptides il y a 
20 possibilités pour chacun des 400 dipeptides possibles, soit un 
total de 20° = 8000 tripeptides différents. Une molécule de protéine 
relativement petite est constituée d’une seule chaîne polypepti- 
dique de 100 résidus. Cela donne 20° = 1,27 x 10% chaînes poly- 
peptidiques différentes de cette longueur, un nombre très supérieur 
au nombre d’atomes estimé dans l'univers (9 x 107%). En réalité, on 
ne trouve dans la nature qu'une infime fraction du nombre de molé- 
cules protéiques possibles, Néanmoins, les différents organismes 
qui vivent sur Terre synthétisent à eux tous un nombre considérable 
de molécules protéiques différentes dont les caractéristiques phy- 
sico-chimiques très diverses sont dues essentiellement aux proprié- 
tés différentes des 20 acides aminés protéiques. 


C. Classification et caractéristiques 


Le moyen le plus courant et peut être le plus utile de classer les 
20 acides aminés des protéines est de considérer les polarités de 
leurs chaînes latérales (groupes R). En effet, les protéines se 
replient pour prendre leurs conformations natives essentiellement 
en vertu de la tendance à éloigner leurs chaînes latérales hydro- 
phobes du contact de l'eau et à hydrater leurs chaînes latérales 
hydrophiles (Chapitres 8 et 9). D'après ce mode de classification, 
il y a trois types principaux d'acides aminés : (1) à groupes R non 
polaires, (2) à groupes R polaires non chargés, et (3) à groupes 
polaires chargés. 


a. Les chaînes latérales non polaires ont des formes et des 

dimensions variées 

On trouve neuf acides aminés à chaînes latérales non polaires. 
La glycine (ou le glycocolle qui, lorsqu'il fut découvert comme 
constituant de la gélatine en 1820, fut le premier acide aminé à être 
identifié dans un hydrolysat protéique) a la chaîne latérale la plus 
petite possible, un atome d'hydrogène. L'alanine, la valine, la leu- 
cine et l'isoleucine ont des chaînes latérales hydrocarbonées ali- 
phatiques dont la longueur va d’un groupe méthyl pour l’alanine, 
à des groupes isomères de butyl pour la leucine et l'isoleucine. La 
méthionine a une chaîne latérale thioéther qui rappelle un groupe 
n-butyl par beaucoup de ses propriétés physiques (C et S ont 
presque les mêmes électronégativités et S possède à peu près la 
taille d'un groupe méthylène). La proline, un acide cyclique à 
fonction amine secondaire, présente des contraintes conformation- 
nelles imposées par la nature cyclique de sa chaîne latérale pyrro- 
lidine, ce qui est unique parmi les 20 acides aminés iques. La 
phénylalanine, avec son groupe phényl (Fig. 4-4), et le trypto- 
phane, avec son noyau indole, ont des chaînes latérales aroma- 
tiques qui se caractérisent par un encombrement stérique et une 
chaanns As anlastsl 


b. Les chaînes latérales polaires non chargées ont des 

groupes hydroxyle, amide ou thiol 

On trouve six acides aminés à chaînes latérales polaires non 
chargées. La sérine et la thréonine portent des groupes 
hydroxyle R de tailles différentes. L'asparagine et la glutamine 
ont des chaînes latérales de tailles différentes portant chacune un 
groupe amide. La tyrosine présente un groupe phénol qui, asso- 
cié aux groupes aromatiques de la phénylalanine et du trypto- 
phane, est responsable de l'absorption en UV et de la fluores- 
cence des protéines. La cystéine a un groupe thiol unique parmi 
les 20 acides aminés, ce qui lui permet souvent de former un 
pont disulfure avec un autre résidu cystéine (Fig. 4-5) après oxy- 
dation de leurs groupes thiols. Ce composé dimérique était appelé 
dans la littérature biochimique ancienne la cystine. Le pont disul- 
fure joue un rôle important dans la structure des protéines: il 
peut unir deux chaînes peptidiques distinctes ou il peut réunir 
deux cystéines de la même chaîne. La confusion due à la simili- 
tude des noms cystéine et cystine a conduit à désigner parfois la 
cystéine par résidu demi-cystine. Toutefois, lorsqu'on a réalisé 
que la cystine provenait d'une liaison croisée entre deux résidus 
cystéine après biosynthèse du polypeptide, le mot cystine est 
tombé en désuétude. 
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FIGURE 4-5 Structure de la cystine, Le résidu cystine est constitué de 
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FIGURE 4-4 Structure de la phénylala- 
nine, Représentations graphiques par 
ordinateur de la phénylalanine, un a-ami- 
noacide : (a) structure « boules (atomes) et 
bâtonnets (liens covalents) » : (b) structure 
qui rend compte de l'espace occupé par la 
molécule, Celle-ci, où les couleurs corres- 
pondent aux types d'atomes (C en vert, 

H en blanc, N en bleu et O en rouge), a la 
même conformation et la même onenta- 
tion dans les deux modèles. 


c. Les chaînes latérales polaires peuvent être chargées 
positivement ou négativement 

Cinq acides aminés ont des chaînes latérales chargées. Les 
acides aminés basiques sont chargés positivement à pH physiolo- 
gique ; ce sont la lysine qui a une chaîne butylammonium, l'argi- 
nine, qui porte un groupe guanidinium, et l'histidine qui porte un 
cycle imidazolium. Sur les 20 &-aminoacides, seule l'histidine, 
dont le pK, = 6,0, s'ionise dans une zone de pH physiologique. À 
PH 6,0, la chaîne latérale imidazole n'est qu'à 50 % chargée, donc 
l'histidine est neutre pour les pH physiologiques les plus élevés. 
En conséquence, la chaîne latérale de l'histidine participe souvent 
aux réactions catalytiques des enzymes. Les acides aminés acides, 
l'acide aspartique et l'acide glutamique, sont chargés négative- 
ment pour des pH > 3; sous forme ionisée, ils sont souvent appe- 
lés aspartate et glutamate. L'asparagine et la glutamine sont res- 
pectivement les amides de l'acide aspartique et de l'acide 
glutamique. 

La répartition des 20 acides aminés dans trois groupes diffé- 
rents est plutôt arbitraire. Par exemple, la glycine et l'alanine, les 
plus petits des acides aminés, et le tryptophane, avec son noyau 
hétérocyclique, pourraient aussi bien être rangés parmi les acides 
aminés polaires non chargés. De même, on pourrait proposer que 
la tyrosine et la cystéine, avec leurs chaînes latérales ionisables, 
sont des acides aminés polaires chargés, notamment à pH élevé, 
tandis que l’asparagine et la glutamine sont presque aussi polaires 
que les carboxylates qui leur correspondent, l'aspartate et le gluta- 
mate. 

Les 20 acides aminés diffèrent considérablement quant à leurs 
propriétés physico-chimiques telles que polarité, acidité, basicité, 
aromaticité, encombrement, flexibilité de conformation, aptitude à 
des réactions croisées et à établir des liaisons hydrogène, et réac- 
tivité chimique. Ces nombreuses caractéristiques, dont beaucoup 
sont interdépendantes, sont en grande partie responsables des 
multiples propriétés des protéines. 


D. Propriétés acido-basiques 


Les acides aminés ont des propriétés acido-basiques remarquables. 
Les @-aminoacides ont deux ou, pour ceux qui ont des chaînes 
latérales ionisables, trois groupes acido-basiques. La courbe de 
titration de la glycine, le plus simple des acides aminés, est repré- 
sentée sur la Fig. 4-6. A très faible pH, les deux groupes acido- 
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FIGURE 4-6 Courbe de titration de la glycine. Les autres acides 
monoaminés monocarboxyliques s'ionisent de façon identique. [D'après 
Meister, À., Biochemistry of Amino Acids (2° éd.), Vol. 1, p. 30, Acade- 
mic Press, 1965.] 


cationique *H,NCH,COOH. Au cours de la titration par une base 
forte comme NaOH, la glycine perd successivement deux protons 
comme le font les polyacides. 

Les valeurs de pK des deux groupes ionisables de la glycine 
sont suffisamment différentes pour que l'équation de Henderson- 
Hasselbalch 


pH = pK + log | — ol (2.6] 
[HA] 

soit applicable en bonne approximation à chaque partie de sa 
courbe de titration. Par conséquent, le pX de chaque étape d'ioni- 
sation correspond au point médian de la partie correspondante de 
la courbe (Sections 2-2A et 2-2C); à pH 2,35, les concentrations 
de la forme cationique *H,NCH,COOH, et de la forme ion dipo- 
laire *H,NCH,COO", sont égales ; de même à pH 9,78 les concen- 
trations de la forme ion dipolaire et de la forme anionique, 
H,NCH;,COO , sont égales. Remarquez que les acides aminés ne 
prennent jamais la forme neutre en solution aqueuse. 

Le pH auquel une molécule ne présente aucune charge élec- 
trique nette est appelé son point isoélectrique, pZ. Pour les &-ami- 
noacides, l'application de l'équation de Henderson-Hasselbalch 
signifie, avec une grande précision, que 


pl = 1/2 (pK, + pK) [4.1] 


où K; et K, sont les constantes de dissociation des deux étapes d'io- 
nisation qui font intervenir la forme neutre. Pour les acides mono- 
aminés monocarboxyliques tels que la glycine, K; et K, correspon- 
dent à K, et K;,. Cependant, pour les acides aspartique et 
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l'arginine, l'histidine et la lysine, ces constantes correspondent à 
Ke et K. 

Le pK de l'acide acétique (4,76), typique des acides monocar- 
boxyliques aliphatiques, est -2,4 unités de pH plus élevé que le 
pK, de son dérivé &-aminoacide, la glycine. Cette grande diffé- 
rence des valeurs de pX d’un même groupe fonctionnel est due, 
comme nous l'avons vu dans la Section 2-2C, à l'influence élec- 
trostatique du groupe ammonium chargé positivement de la gly- 
cine ; en effet, ce groupe NH,” favorise la répulsion du proton de 


glycine augmente la basicité de son groupe amino (( 
comparé à celui de l’ester méthylique de la glycine 
Toutefois les groupes NH;° de La glycine et de ses esters sont signi- 
ficativement moins acides que ne le sont les amines aliphatiques 
(pK =10,7) en raison du caractère électro-attractif du groupe car- 
boxylique. 

L'influence électronique d’un groupe fonctionnel sur un autre 
diminue rapidement avec l'éloignement entre les groupes. C'est 
pourquoi les valeurs de pX des groupes @-carboxylate des acides 
aminés et des groupes carboxylate des chaînes latérales des acides 
aspartique et glutamique forment une série, avec des valeurs de pX 
de plus en plus proches des valeurs de pK des acides monocar- 
boxyliques aliphatiques. De même, la constante d'ionisation du 
groupe amino de la chaîne latérale de la lysine a une valeur iden- 
tique à celle d'une amine aliphatique. 


a. Les protéines ont des courbes de titration complexes 

Les courbes de titration des @-aminoacides à chaîne latérale 
ionisable, telles que celle de l'acide glutamique, donnent les trois 
valeurs de pX prévues. Cependant, les courbes de titration des 
polypeptides et des protéines, comme par exemple celle repré- 
sentée sur la Fig. 4-7, ne donnent que rarement des indications 
sur les valeurs des pX individuels en raison du grand nombre de 
groupements ionisables présents (on trouve en moyenne 30 % de 
chaînes latérales d'acides aminés ionisables dans une protéine ; 
Tableau 4-1). De plus, la structure covalente et tridimensionnelle 
d’une protéine peut modifier le pK de chaque groupe ionisable 
de plusieurs unités de pH par rapport à sa valeur lorsque l’acide 
aminé est seul. Ceci résulte de l'influence électrostatique de 
groupes chargés voisins, de l'effet du solvant dû à la proximité 
de groupes de faible constante diélectrique, et enfin de l’établis- 
sement de liaisons hydrogène. La courbe de titration d'une pro- 
téine dépend également de la concentration en sels, comme le 
montre la Fig. 4-7 car les ions salins protègent, par effet élec- 
trostatique, les chaînes latérales les unes des autres, diminuant 
ainsi les interactions entre charges. 


E. Notes sur la nomenclature 
Les abréviations en trois lettres des 20 acides aminés sont données 
dans le Tableau 4-1. Il est utile de mémoriser ces symboles car ils 
sont très utilisés dans la littérature biochimique, y compris dans ce 
livre. Ces abréviations correspondent, en général, aux trois pre- 
mières lettres du nom de l'acide aminé en question ; elles se pro- 
noncent comme elles s'écrivent. 

Le symbole Gix désigne aussi bien Glu que Gin, de même que 
Asx désigne Asp et Asn. Ces symboles ambigus sont le résultat 
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FIGURE 4-7 Courbes de titration de la ribonucléase A à 25 °C, La 
concentration en KCI est 0,01 M pour la courbe bleue, 0,03 M pour la 
courbe rouge, et 0,15 4f pour la courbe verte, [D'après Tanford, C. et 
Havenstein, LD. Z. Am. Chem. Soc. 78, 5287 (1956).] 


sés respectivement en acide aspartique et acide glutamique, dans 
les conditions acides ou basiques généralement utilisées pour les 
détacher des protéines (Section 7-1D). Par conséquent, si l’on ne 
prend pas certaines précautions, on ne peut pas savoir si un Glu 
identifié était initialement Glu ou Gin, et il en est de même pour 
Asp et Asn. 

Les symboles en une lettre sont également donnés dans le 
Tableau 4-1. Ce code plus compact est souvent utilisé pour com- 
parer les séquences en acides aminés de plusieurs protéines sem- 
blables et devrait donc être mémorisé par les étudiants sérieux. 
Remarquez que les symboles en une lettre correspondent en géné- 
ral à la première lettre du nom du résidu de l'acide aminé. Cepen- 
dant, pour les résidus dont le nom commence par la même lettre, 
celle-ci est réservée au résidu le plus abondant du lot. 

On désigne les résidus d'acide aminé dans les polypeptides en 
remplaçant le suffixe -ine du nom de l'acide aminé, par le suffixe 
-yl. Les chaînes polypeptidiques sont décrites en commençant par 
le groupe aminoterminal (appelé N-terminal) et en donnant 
ensuite le nom de chaque résidu de la séquence jusqu'au groupe 
carboxytesminal (appelé C-terminal). On donne à l'acide C-ter- 
minal le nom de l'acide aminé qui lui correspond. Par exemple, le 
composé donné dans la Fig. 4-8 est l'alanyltyrosylaspartylglycine. 
Bien entendu, les noms de chaînes polypeptidiques qui ont un 
nombre de résidus plus important sont extrêmement lourds. L'uti- 
lisation des abréviations que nous venons de voir pallie partielle- 
ment cet inconvénient. Ainsi le tétrapeptide ci-dessus s'écrit Ala- 
Tr Asp-Gly avec les abréviations en trois lettres, et AYDG a avec 


Section 4-2. Activité optique 71 


oH 
col 
RÉ sut UE : 
H3N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—C00 
| || | {| | | | 
0 HO HO  H 
Ala — Tyr — Asp — Gly 


FIGURE 4-8 Le tétrapeptide Ala-Tyr-Asp-Gly. 


jours écrites avec l'extrémité N-terminale à gauche et l'extrémité 
C-terminale à droite, 

Les différents atomes qui diffèrent de l'hydrogène dans les 
chaînes latérales d'acide aminé sont souvent désignés en utilisant 
la séquence de l'alphabet grec, en commençant par l'atome de 
carbone adjacent au groupe carbonyle du peptide (l'atome C,). 
Ainsi, comme le montre la Fig. 4-9, on dit que le résidu Glu a 
un groupe y-carboxyle et que Lys a un groupe L-aminé (égale- 
ment désigné €-aminé puisque l'atome N est un substituant du 
C,. Malheureusement cette convention est ambiguë pour certains 
acides aminés. Aussi a-t-on recours au système de numérotation 
des atomes utilisé pour les molécules organiques, comme montré 
dans le Tableau 4-1 pour les chaînes latérales hétérocycliques. 


2 M ACTIVITÉ OPTIQUE 


Les acides aminés obtenus par hydrolyse douce de protéines sont 
tous, à l'exception de la glycine, optiquement actifs ; autrement 
dit, ils font tourner le plan de la lumière polarisée plane (cf. ci-des- 
sous). 

Les molécules optiquement actives ont une asymétrie telle 
qu'elles ne sont pas superposables à leur image dans un miroir, de 
la même manière qu'une main gauche n'est pas superposable à 
son image dans un miroir, une main droite. Ce cas de figure est 
caractéristique de substances ayant des atomes de carbone avec 
quatre substituants différents. Les deux molécules de ce type 
représentées sur la Fig. 4-10 ne sont pas superposables puisque ce 
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FIGURE 4-9 Utilisation des lettres grecques pour désigner les atomes 
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FIGURE 4-10 Les deux énantiomères du fluorochlorobromométhane. 
Les quatre substituants sont disposés en tétraèdre autour de l'atome cen- 
tral. Les lignes en pointillés indiquent qu'un substituant est derrière le 
plan de la figure, un triangle, qu'il est au-dessus du plan et un simple 
trait, qu'il est dans le plan de La figure. Le plan du miroir qui définit les 
énantiomères est représenté par une ligne verticale en pointillés. 


sont des images en miroir. Les atomes centraux de telles constel- 
lations atomiques sont appelés centres asymétriques ou centres 
chiraux et on dit qu'ils ont la propriété de chiralité (du grec cheir, 
main). Les atomes C,, de tous les acides aminés, à l'exception de 
la glycine, sont des centres asymétriques. La glycine, qui a deux 
atomes d'hydrogène sur son C,, est superposable à son image en 
miroir et n’est donc pas optiquement active. 

Des molécules non superposables à leur image en miroir sont 
des énantiomères l’une de l’autre, Des molécules énantiomères ne 
peuvent être distinguées physiquement ou chimiquement par la 
plupart des techniques. Ce n'est qu'en recherchant leur asymétrie, 
par exemple au moyen de la lumière polarisée plane ou avec des 
réactifs qui ont aussi des centres chiraux, que l'on peut les distin- 
guer etlou les utiliser différemment. 

En nomenclature courante, trois systèmes permettent de clas- 
ser un stéréo-isomère particulier d'une molécule optiquement 
active. Ces trois systèmes sont expliqués dans les sections sui- 
vantes. 


A. Classification empirique 


Les molécules sont classées comme dextrogyres (du latin 
dexter, droite) ou lévogyres (du latin laevus, gauche) selon 
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qu’elles dévient le plan de la lumière polarisée plane dans le sens 
des aiguilles d’une montre ou en sens contraire par rapport à 
l'observateur, Ceci peut être déterminé avec un instrument appelé 
polarimètre (Fig. 4-11). La mesure quantitative de l'activité 
optique d'une molécule est appelée son pouvoir rotatoire spé- 
cifique : 


[a}é = déviation observée (degrés) [4.2] 
chemin 
optique (dm) * 


où l’exposant 25 indique la température à laquelle les mesures de 
polarimétrie sont faites habituellement (25 °C) et l'indice D pré- 
cise la lumière monochromatique utilisée traditionnellement en 
polarimètrie, la raie D du spectre du sodium (589,3 nm). Les molé- 
cules dextrogyres ou lévogyres ont, par convention, des valeurs 
positives ou négatives de [«]®. Les molécules dextrogyres sont 
donc désignées par le signe (+) et leurs énantiomères lévogyres par 
le signe (-). Dans une nomenclature équivalente, mais obsolète, les 
lettres minuscules d (dextro) et ! (levo) sont utilisées. 

La relation entre le signe et la valeur du pouvoir rotatoire spé- 
cifique d’une molécule et sa structure est complexe et mal com- 
prise, Il n'est pas possible de prévoir avec certitude la valeur, ni 
même le signe, du pouvoir rotatoire spécifique d'une molécule 
donnée. Par exemple, la proline, la leucine et l’arginine qui sont 
isolées de protéines, ont respectivement des pouvoirs rotatoires 
spécifiques en solutions aqueuses pures de -86,2°, -10,4° et 
+12,5°. Leurs énantiomères ont des valeurs de [x]#}, identiques, 
mais de signes opposés. Comme on pouvait le prévoir, en raison 
de la nature acido-basique des acides aminés, ces valeurs varient 
avec le pH de la solution. 

Ce système de classification empirique des isomères optiques 
ne fournit aucune indication interprétable actuellement quant à la 
configuration absolue (l’arrangement spatial) des groupes chi- 
miques autour d'un centre chiral. De plus, une molécule ayant plus 
d'un centre asymétrique peut présenter un pouvoir rotatoire qui 
n'est pas relié de façon évidente aux pouvoirs rotatoires des 
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centres chiraux individuels. Pour cette raison, le schéma de classi- 
fication suivant est plus utile. 


A. La convention de Fischer 


Dans ce système, la configuration des groupes autour d'un centre 
asymétrique est reliée au centre asymétrique de la glycéraldéhyde, 
molécule qui possède un centre asymétrique. Selon une convention 
introduite par Emil Fischer en 1891, les stéréo-isomères (+) et (-) 
de la glycéraldéhyde sont désignés respectivement par D-glycéral- 
déhyde et L-glycéraldéhyde (notez l'utilisation de petites lettres 
majuscules). Sachant qu'il n'avait que 50 % de chances d'avoir 
raison, Fischer émit l'hypothèse que les configurations de ces 
molécules étaient celles représentées à la Fig. 4-12. Fischer pro- 
posa aussi une notation sténographique commode pour ces molé- 
cules, connue sous le nom de projections de Fischer, également 
données dans la Fig. 4-12. Selon la convention de Fischer, les liai- 
sons horizontales se projettent au-dessus du plan de la figure et les 
liaisons verticales se projettent en dessous du plan de la figure, 
comme le montrent clairement les formules géométriques repré- 
sentées sur la même figure. 

La configuration des groupes autour d’un centre chiral peut être 
reliée à celle de la glycéraldéhyde par conversion chimique de ces 
groupes en ceux de la glycéraldéhyde via des réactions de stæ- 
chiométrie connue. Pour les &-aminoacides, l'arrangement des 
groupes amino, carboxyle, R, et H autour de l'atome C, est ratta- 
ché respectivement à celui des groupes hydroxyle, aldéhyde, 
CH,OH et H de la glycéraldéhyde. De cette manière, on dit que la 
L-glycéraldéhyde et les L-œ-aminoacides ont la même configura- 
tion relative (Fig. 4-13). Selon cette méthode, les configurations 
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FIGURE 4-12 Configurations pour désigner les énantiomères de la 
glycéraldéhyde selon la convention de Fischer, Ces énantiomères sont 
représentés par leurs formules géométriques {en haut) et par leurs projec- 
tions selon Fischer {er bas). Noter que dans la projection de Fischer 
toutes les liaisons horizontales sont orientées en avant du plan et toutes 
les liaisons verticales sont orientées en arrière du plan. Les plans des 
miroirs qui définissent les énantiomères sont représentés par des poin- 
tillés. (Les projections de Fischer traditionnelles ne mettent pas en évi- 
dence l'atome central de carbone chiral, Cependant, dans cet ouvrage, les 
nendectinne de Fieches cernnt dnnn£éec oénéralement aves un ( centrali 
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FIGURE 4-13 Configurations de la L-glycéraldéhyde et des L-a-ami- 
noacides. 


des &-aminoacides peuvent être décrites sans se référer à leurs 
rotations spécifiques. 

Tous les «-aminoacides protéiques ont la configuration stéréo- 
chimique L; cela signifie qu'ils ont tous la même configuration 
relative autour de leurs atomes C,.. En 1949, une nouvelle tech- 
nique de cristallographie aux rayons X permit de démontrer que le 
choix arbitraire de Fischer était correct : la désignation de la confi- 
guration relative des centres chiraux est la même que celle de leur 
configuration absolue. La configuration absolue des résidus de L- 
G-aminoacides peut être facilement retrouvée grâce au vocable 
mnémotechnique « CORN » comme représenté à la Fig. 4-14, 


a. Les diastéréoisomères ont des propriétés chimiques 

et physiques différentes 

Une molécule peut avoir plusieurs centres asymétriques. Pour 
de telles molécules, les termes stéréo-isomères et isomères 
optiques s'appliquent à celles qui présentent des configurations 
différentes autour d'au moins un de leurs centres chiraux, mais qui 
sont, par ailleurs, identiques. Le terme énantiomère désigne tou- 
jours une molécule qui est l’image en miroir de la molécule consi- 
dérée, c'est-à-dire différente pour tous ses centres chiraux. Chaque 
centre asymétrique d'une molécule chirale pouvant présenter deux 
configurations possibles, une molécule à n centres chiraux possède 
2" stéréo-isomères différents possibles et 2”! paires d'énantio- 
mères. La thréonine et l'isoleucine ont chacune deux centres chi- 
raux et donc 2°? = 4 stéréo-isomères possibles. Les formes de la 
thréonine et de la leucine isolées des protéines, ont été, par conven- 
tion, appelées les formes L, et sont données dans le Tableau 4-1. 
Les images en miroir des formes L sont les formes D. Leurs deux 
autres isomères optiques sont appelés diastéroisomères (ou 
formes allo) des formes enantiomères D et L. Les configurations 


FIGURE 4-14 Procédé mnémotechnique « CORN » pour retrouver la 
configuration des acides aminés de la série L. En regardant le carbone 
C, depuis son atome d'hydrogène substituant, ses autres substituants se 
lisent CO—R-—N dans le sens horaire comme on le voit sur la figure. 
Ici, CO, R, et N, sont respectivement le groupe carbonyle, la chaîne laté- 
rale et l'atome d'azote de la chaîne principale, [D'après Richardson, J.5., 
AAv Prntoin ('hem A4 171 108171! 
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FIGURE 4-15 Projections de Fischer des quatre stéréo-isomères de la 
thréonine, Les formes D et L sont les images en miroir l'une de l'autre, 
comme le sont les formes D-allo et L-allo. Les D- et L-hréonine sont cha- 
cune les diastéréo-isomères des D-allo- et L-allo thréonines. 


relatives des quatre stéréo-isomères de la thréonine sont données 
dans la Fig. 4-15. Notez les points suivants : 


1. Les formes D-allo et L-allo sont les images en miroir l’une 
de l'autre, tout comme les formes D et L. Aucune des formes allo 
n'est reliée, en ce qui concerne la symétrie, à l’une ou l’autre des 
formes D et L. 


2. Contrairement aux paires d'énantiomères, les diastéréoiso- 
mères ont des propriétés physiques et chimiques si différentes 
qu'on peut les distinguer facilement les uns des autres, par 
exemple par les points de fusion, les spectres, la réactivité chi- 
mique ; à proprement parler, ce sont des composés différents. 


Un cas particulier de diastéréoisomérie se présente lorsque les 
deux centres asymétriques sont chimiquement identiques. Dans ce 
cas, deux des quatre projections de Fischer représentées dans la 
Fig. 4-15 correspondent à la même molécule. Ceci, parce que les 
deux centres asymétriques de cette molécule sont les images en 
miroir l'un de l'autre, Une telle molécule peut être superposée à 
son image dans un miroir et est donc optiquement inactive par 
compensation interne ; elle est appelée forme méso. Les trois iso- 
mères optiques de la cystine sont représentés dans la Fig. 4-16, où, 
comme il se doit, les isomères D et L sont les images en miroir l'un 
de l'autre, On ne trouve que la L-cystine dans les protéines. 


A. Le système Cahn-Ingold-Prelog 


Malgré son utilité, le système de Fischer est mal commode et par- 
fois ambigu pour des molécules ayant plus d'un centre asymé- 
trique. Pour cette raison, un schéma de nomenclature absolue fut 
proposé en 1956 par Robert Cahn, Christopher Ingold et Vladimir 
Prelog. Dans ce système, les quatre groupes autour d’un centre 
chiral sont rangés dans un ordre de priorité spécifique bien qu’ar- 
bitraire : les atomes liés à un centre chiral qui ont un nombre ato- 
mique plus grand précèdent les atomes ayant un nombre atomique 
plus petit. Par exemple, l'atome d'oxygène d’un groupe OH est 
prioritaire par rapport à l'atome de carbone d'un groupe CH, lié 
au même atome de C chiral. Si certains des premiers atomes des 
groupes substituants sont du même élément, la priorité de ces 
groupes s'établit d'après les nombres atomiques des deuxième, 
troisième, etc. atomes depuis le centre chiral. Par exemple, un 
groupe CH,0H a la priorité sur un groupe CH. Il y a d'autres 
règles (données dans les références de ce chapitre et dans beau- 
coup de traités de chimie organique) pour déterminer le classement 
prioritaire de substituants à liaisons multiples ou d'isotopes diffé- 
rents. L'ordre de priorité de certains groupes fonctionnels clas- 
siques est 
SH > OH > NH, > COOH > CHO 

> CH,0H > CH, > CH, > 2H > 'H 


Notez que chacun des groupes substituants sur un centre chiral doit 
avoir un classement prioritaire différent ; sinon, le centre ne pour- 
rait être asymétrique. 

On désigne la priorité des groupes par les lettres W, X, Y, Z, 
sachant que l’ordre de priorité est W > X > Y > Z. Pour établir la 
configuration du centre chiral, celui-ci est observé depuis le centre 
asymétrique en direction du groupe Z (à priorité la plus faible). Si 
l'ordre des groupes W —> X — Y vu dans cette direction est dans 
le sens des aiguilles d'une montre, la configuration du centre asy- 
métrique est dite (R) (du latin rectus, droit) ; si l'ordre de W — X 
= Y est dans le sens anti-horaire, le centre asymétrique est dit (S) 
(du latin sinister, gauche). Ainsi, la L-glycéraldéhyde est désignée 
par (S)-glycéraldéhyde (Fig. 4-17): de même, la L-alanine est la 
(S)-alanine (Fig. 4-18). En fait, tous les L-acides aminés protéiques 
sont des (S)-acides aminés, à l'exception de la L-cystéine, qui est 
la (R)-cystéine. 

Le grand avantage de ce système appelé système de Cahn- 
Ingold-Prelog ou système (RS), c'est que les chiralités des com- 
posés à plusieurs centres asymétriques peuvent être décrites sans 
la moindre ambiguïté. Par exemple, dans le système (RS), la 
L-thréonine est la (25, 3R)-thréonine, tandis que la L-isoleucine est 
la (25, 3S)-isoleucine (Fig. 4-19). 
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FIGURE 4-16 Les trois stéréo-isomères de la cystine. Les formes D et L sont symétriques par rapport à un miroir, 
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FIGURE 4-17 Formule structurale de la L-glycéraldéhyde. Sa repré- 
sentation équivalente dans le système (RS) montre qu'il s'agit de la (S)- 
glycéraldéhyde. Dans le dessin de droite, le carbone chiral est figuré par 
un grand cercle, et l'atome d'hydrogène, qui est situé derrière le plan de 
la figure, est représenté par un petit cercle en poimtillés. 
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FIGURE 4-18 Formule structurale de la L-alanine. Sa représentation 
équivalente dans le système (RS) montre que c'est la (S)-alanine. 


a. Les centres prochiraux ont des substituants différents 

Deux substituants chimiquement identiques sur un centre tétra- 
édrique — qui serait chiral sans cette identité — sont géométrique- 
ment distincts ; autrement dit, un tel centre n’a pas de symétrie de 
rotation, si bien qu'on peut sans aucune ambiguïté lui affecter un 
côté gauche et un côté droit. Prenons l'exemple des substituants de 
l'atome C1 de l'éthanol (le groupe CH, ; Fig. 4-20a). Si l'un des 
atomes d'hydrogène était transformé en un autre groupe (autre que 
CH; où OH), CI serait un centre chiral. Les deux atomes d’hydro- 
gène sont dès lors appelés prochiraux. Si, arbitrairement, nous 
affectons les indices a et b aux atomes d'hydrogène (Fig. 4-20), 
alors H, est dit pro-R car, en observant depuis le C1 vers H, 
(comme s’il était le groupe Z d’un centre chiral), l'ordre de priorité 
des autres substituants diminue dans le sens horaire (Fig. 4-20b). 
De même, on dit que H, est pro-S (Fig. 4-20c). 
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FIGURE 4-19 Représentations en projection de Newman des stéréo- 
isomères de la thréonine et de l'isoleucine tels qu'on les trouve dans 
les protéines. Notez que la liaison C,—Cy est vue depuis une extrémité, 
L'atome le plus proche, C,, est représenté par la convergence des trois 
liaisons à ses substituants, alors que l'atome le plus éloigné, C4, est 
renréeanté ner un rerrle d'A ee nrnisttant ene trnie enbhetituante 
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FIGURE 4-20 Représentations de l'éthanol. (a) Noter que H, et H,, 
bien que chimiquement identiques, peuvent être distingués : en faisant 
tourner la molécule de 180° autour de son axe vertical afin d'intervertir 
ses deux atomes d'hydrogène, on n'obtient pas la même vue de la molé- 
cule, car la rotation a également interventi les groupes chimiquement dif- 
férents OH et CH,. (b) Vue à partir de C1 vers H,, qui est l'atome d’hy- 
drogène pro-S (cercle en pointillés). (c) Vue de C1 vers H,,, l'atome 
d'hydrogène pro-R. 


Les objets plans qui n'ont pas de symétrie de rotation possè- 
dent également la propriété de chiralité. Par exemple, dans beau- 
coup de réactions enzymatiques,une addition stéréospécifique à un 
atome de carbone trigonal se fait d'un côté donné de cet atome, ce 
qui crée un centre chiral (Section 13-2A). Si un carbone trigonal 
fait face à l'observateur de sorte que l’ordre de priorité de ses sub- 
stituants diminue dans le sens horaire (Fig. 4-21a), ce côté est dési- 
gné par côté re (de rectus). Le côté opposé est désigné par côté si 
(de sinister) car les priorités de ses substituants diminuent dans le 
sens anti-horaire (Fig. 4-21b). En comparant les Fig. 4-20b et 
4-21a, on constate que l'addition d'un atome d'hydrogène du côté 
re de l'atome CI de l’acétaldéhyde occupe la position pro-R du 
centre tétraédrique qui en résulte. Réciproquement, un atome d'hy- 
drogène pro-S est formé par addition du côté si de ce centre trigo- 
nal (Fig. 4-20c et 4-21b). 

Des composés étroitement apparentés, qui ont la même repré- 
sentation de configuration selon la convention DL de Fischer, peu- 
vent avoir des représentations différentes dans le système (RS). Par 
conséquent, nous utiliserons le plus souvent la convention de 
Fischer. Cependant, le système (RS) est indispensable pour décrire 
la prochiralité et les réactions stéréospécifiques, aussi le trouverons 
nous inestimable pour décrire les réactions enzymatiques. 


D. Chiralité et biochimie 


La synthèse chimique classique de molécules chirales conduit à 
des mélanges racémiques de ces molécules (quantités égales de 
chacun des deux membres de la paire énantiomère). En effet, les 
processus chimiques et physiques n'ont d'ordinaire pas de préfé- 
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FIGURE 4-21 Représentations de l'acétaldéhyde. (a) Côté re et 
{b\ clté ei 
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rences stéréochimiques. Par conséquent, il y a des chances égales 
pour qu'un centre asymétrique de chaque configuration soit ainsi 
synthétisé, Si l’on veut obtenir un produit optiquement actif, on 
doit utiliser un processus chiral. Généralement, on utilise des réac- 
tifs chiraux, bien qu'en principe l'utilisation de toute influence 
asymétrique telle que la lumière polarisée plane dans une direction 
puisse provoquer une asymétrie nette dans le produit d'une réac- 
tion. 

L'une des caractéristiques les plus surprenantes des processus 
vitaux, c'est qu'ils produisent des molécules optiquement actives. 
La biosynthèse d'une substance qui possède des centres asymé- 
triques conduit presque toujours à la formation d'un stéréo-iso- 
mère pur. Le fait que les résidus d'acide aminé des protéines ont 
tous la configuration L n'en est qu'un exemple parmi d'autres. 
D'où l'idée d'un test simple pour diagnostiquer la présence d'une 
vie extraterrestre passée ou présente dans les roches lunaires ou les 
météorites tombées sur la terre, qui consisterait à déceler dans ces 
matériaux une activité optique nette, Si tel était le cas, la molécule 
asymétrique ainsi détectée pourrait avoir été produite par biosyn- 
thèse. À nos jours, même si l'on a extrait des &-aminoacides de 
météorites carbonifères, le fait qu'on les ait trouvés sous forme de 
mélanges racémiques est plus en faveur d’une origine chimique 
que biologique. 

Que la vie terrestre soit fondée sur certaines molécules chirales 
plutôt que sur leurs énantiomères, constitue une des énigmes des 
origines de la vie ; par exemple, elle utilise les L-acides aminés et 
non les D-acides aminés. Que des facteurs physiques, tels que la 
lumière polarisée, aient pu favoriser la synthèse de molécules pré- 
biotiques asymétriques en quantités significatives (Section 1-5B) 
ne constitue pas un argument convaincant. Îl est possible que des 
formes de vie fondées sur des L-acides aminés soient apparues par 
hasard, puis qu'elles aient simplement « dévoré » toutes les formes 
de vie basées sur des D-acides aminés. 


3 MB ACIDES AMINÉS « NON STANDARD » 


Les 20 acides aminés protéiques ne sont pas les seuls acides ami- 
nés présents dans les systèmes biologiques. On trouve des acides 
aminés non standard en proportions souvent importantes dans les 
protéines ainsi que dans des polypeptides biologiquement actifs. 
Cependant, un grand nombre d'acides aminés ne sont jamais trou- 
vés dans les protéines. Ils jouent, avec leurs formes dérivées, des 
rôles biologiques non négligeables. 


D. Dérivés d'acides aminés dans les protéines 


Seuls les 20 acides aminés protéiques du Tableau 4-1 sont repré- 
sentés dans le code génétique « universel », qui est pratiquement le 
même pour tous les organismes vivants connus (Section 5-4B). 
Néanmoins, beaucoup d'autres acides aminés (quelques-uns sont 
donnés dans la Fig. 4-22) se trouvent dans certaines protéines. 
Dans tous les cas connus, à une exception près (Section 32-2D), 
ces acides aminés insolites résultent de la modification spécifique 
d'un résidu d'acide aminé intervenue après la synthèse de la 
chaîne polypeptidique. Parmi les résidus d'acides modifiés les plus 
importants, citons la 4-hydroxyproline et la 5-hydroxylysine. Ces 
deux résidus d'acide aminé sont des constituants structuraux 
importants d'une protéine fibreuse. le collagène la protéine la nlus 


abondante chez les mammifères (Section 8-2B). Les acides aminés 
des protéines qui forment des complexes avec les acides 
nucléiques sont souvent modifiés. Par exemple, les protéines ribo- 
somiales (Section 32-3A) et les protéines de chromosomes appe- 
lées histones (Section 34-1A) peuvent être méthylées, acétylées, 
ou/et phosphorylées spécifiquement. Plusieurs dérivés de résidus 
d'acide aminé sont donnés dans la Fig. 4-22. La N-formylmé- 
thionine constitue, dans un premier temps, le résidu N-terminal de 
toutes les protéines des procaryotes, mais elle est habituellement 
éliminée au cours du processus de maturation de la protéine (Sec- 
tion 32-3C). L'acide y-carboxyglutamique est trouvé dans plu- 
sieurs protéines impliquées dans la coagulation du sang (Section 
35-1B). Il faut bien comprendre que, dans la plupart des cas, ces 
modifications sont importantes, voire indispensables, pour que la 
protéine soit fonctionnelle. 

On trouve des résidus de D-acides aminés dans bon nombre de 
polypeptides bactériens relativement petits (< 20 résidus) synthé- 
tisés le plus souvent par voie enzymatique plutôt que sur les ribo- 
somes. C'est dans les parois des bactéries que ces polypeptides 
semblent les plus abondants (Section 11-3B), la présence de D- 
acides aminés les rendant moins vulnérables à l'attaque des pepti- 
dases (enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques) que 
beaucoup d'organismes utilisent pour digérer les parois des cel- 
lules bactériennes. De même, on trouve des D-acides aminés dans 
de nombreux antibiotiques peptidiques synthétisés par les bacté- 
ries, comme la valinomycine, la gramicidine A (Section 20-2C) 
et l'actinomycine D (Section 31-2D). Les résidus de D-acides 
aminés sont également des constituants essentiels à la fonction de 
plusieurs polypeptides synthétisés sur les ribosomes, chez les 
eucaryotes ainsi que chez les procaryotes. Ces résidus de D-acides 
aminés sont formés après la traduction, vraisemblablement par 
inversion enzymatique de résidus de L-acides aminés pré-existants. 


B. Rôles particuliers des acides aminés 


Outre leur rôle comme constituants des protéines, les acides ami- 
nés et leurs dérivés exercent plusieurs fonctions biologiques 
importantes ; la Fig. 4-23 donne quelques exemples de ces molé- 
cules. Cette autre utilisation des acides aminés illustre l'opportu- 
nisme biologique que nous retrouverons fréquemment. La nature 
tend à adapter à de nouvelles fonctions des matériaux et des pro- 
cessus déjà existants. 

Les acides aminés et leurs dérivés jouent souvent le rôle de 
messagers chimiques dans les communications entre cellules. Par 
exemple, la glycine, l'acide y-aminobutyrique (GABA ; produit 
de décarboxylation du glutamate) et la dopamine (formée à partir 
de tyrosine) sont des neurotransmetteurs (substances libérées par 
des cellules nerveuses pour modifier le comportement des cellules 
voisines ; Section 20-5C); l’histamine (produit de décarboxyla- 
tion de l’histidine) est un puissant médiateur local des réactions 
allergiques ; et la thyroxine (formée à partir de tyrosine), est une 
hormone thyroïdienne iodée qui stimule généralement le métabo- 
lisme des vertébrés (Section 19-1D). 

Certains acides aminés sont des intermédiaires dans divers 
processus métaboliques. Parmi eux, citons la citrulline et l'orni- 
thine, intermédiaires dans le cycle de l’urée (Section 26-2B), l'ho- 
mocystéine, intermédiaire dans le métabolisme des acides aminés 
(Section 26-3E), et la S-adénosylméthionine, un agent méthylant 
hiolosiaue (Section 26.38) 
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FIGURE 4-22 Quelques résidus d'acide aminé inhabituels que l’on 
trouve dans certaines protéines. Tous ces résidus sont formés par modi- 
fication de l’un des 20 acides aminés « standard », après biosynthèse de 
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Section 4-3. Acides aminés « non standard » 
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la chaîne polypeptidique. Les résidus d'acide aminé qui sont modifiés au 
niveau de leur N,, se trouvent en position N-terminale des protéines. 
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FIGURE 4-23 Quelques dérivés, produits naturellement, d'acides aminés «standard » et quelques acides 


aminés ane l’on ne trouve pas dans les protéines. 
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La diversité de la nature est remarquable. On a trouvé plus de 
700 acides aminés différents chez les plantes, les champignons et 
les bactéries. Le plus souvent, leurs fonction biologiques ne sont 
pas évidentes, même si la toxicité de certains peut signifier qu'ils 
jouent un rôle protecteur. En fait, certains d'entre eux comme 


l'azasérine sont des antibiotiques utiles en thérapeutique. La plu- 
part de ces acides aminés sont de simples dérivés des 20 acides 
aminés protéiques même si quelques-uns, tels que l'azasérine et La 
B-cyanoalanine Fig. 4-23) ont une structure tout à fait particu- 
lière. 


ne 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Acides aminés des protéines Les protéines sont des poly- 
mères linéaires synthétisés à partir des 20 &-aminoacides protéiques 
qui, après condensation, forment des liaisons peptidiques. Ces acides 
aminés ont tous un groupe carboxyle dont le pÆ est proche de 2,2 et 
un substituant aminé dont le pX est proche de 9,4, qui sont portés par 
le même atome de carbone, l'atome C,,. Les &—-aminoacides sont des 
ions dipolaires, *H,N—CHR—COO, dans la zone de pH physiolo- 
gique. On classe généralement les acides aminés en fonction de la 
polarité de leur chaîne latérale, R. également portée par l'atome C,. La 
glycine, l'alanine, la valine, la leucine, l'isoleucine, la méthionine, la 
proline (qui est en fait un acide à fonction amine secondaire), la phé- 
nylalanine et le tryptophane sont des acides aminés non polaires ; la 
sérine, la thréonine, l'asparagine, la glutamine, la tyrosine et la cys- 
téine sont des acides aminés polaires non chargés ; la lysine, l'arginine, 
l'histidine, l'acide aspartique et l'acide glutamique sont polaires et 
chargés. Les chaînes latérales de beaucoup de ces acides aminés por- 
tent des groupes acido-basiques ; les propriétés des protéines qui les 
contiennent dépendent donc du pH. 

2 B Activité optique Les atomes C,, de tous les &-aminoacides 
sauf la glycine portent chacun quatre substituants différents et sont 


donc des centres chiraux. Selon la convention de Fischer qui établit 
une relation entre les configurations de la D- ou de la L-glycéraldéhyde 
et celle du centre asymétrique considéré, tous les acides aminés pro- 
téiques ont la configuration L; autrement dit, ils ont tous un atome C,, 
de même configuration absolue. Selon le système de nomenclature chi- 
rale de Cahn-Ingold-Prelog (RS), ce sont tous, à l'exception de la cys- 
téine, des (S)-aminoacides. Les chaînes latérales de la thréonine et de 
l'isoleucine présentent également des centres chiraux. Un centre pro- 
Chiral n’a pas de symétrie de rotation et donc ses substituants, dans le 
cas d’un atome central, ou ses côtés, dans le cas d'une molécule plane, 
sont distincts. 

3 M Acides aminés «non standard» Des résidus d'acide 
aminé autres que les 20 acides aminés standard ont également des 
fonctions biologiques importantes. Ces résidus «non standard » sont 
formés par des modifications chimiques spécifiques, à partir de résidus 
d'acide aminé présents dans des protéines déjà synthétisées. Les acides 
aminés et leurs dérivés jouent aussi des rôles biologiques particuliers : 
neurotransmetteurs, intermédiaires métaboliques et poisons par 
exemple. 
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EE 
PROBLÈMES 


1. Nommez de mémoire les 20 acides aminés standard, Donnez leurs 
symboles en trois lettres et en une lettre, Parmi ceux-ci, identifiez les deux 
acides aminés qui sont isomères et les deux autres qui, bien que non iso- 
mères, ont la même masse moléculaire lorsque les molécules sont neutres. 

2 Dessinez la structure des oligopeptides suivants sous leurs formes 
ioniques prédominantes à pH 7 : (a) Phe-Met-Arg, (b) acide tryptophanyl- 
lysylaspartique, et (c) Gin-Ile-His-Thr. 

3. Combien y a-t-il de pentapeptides différents ayant chacun un résidu 
de Gly, Asp, Tyr, Cys, et Leu ? 

4. Dessinez la structure des deux oligopeptides suivants, sachant que 
leurs résidus Cys sont reliés par un pont disulfure : Val-Cys ; Ser-Cys-Pro. 

*5. Quelles sont les concentrations des différentes espèces ioniques 
dans une solution de lysine 0,1 M à pH 4, pH 7 et pH 10? 

6. Établissez l'Ég. [4-1] pour un acide monoaminé monocarboxylique 
(utilisez l'équation de Henderson-Hasselbalch). 


+7. Le point isoionique d'un composé est le pH d'une solution du 
composé dans l'eau pure, Quel est le point isoionique d'une solution de 
glycine 0,1 M? 

8. L'hémoglobine humaine normale a un point isoélectrique de 6,87. 
Une variété mutante de l'hémoglobine, appelée hémoglobine de l'anémie 
falciforme à un point isoélectrique de 7,09. La courbe de titration de l'hé- 


moglobine montre que, dans cette zone de pH, 13 groupes changent d'état 
d'ionisation pour une variation d'une unité de pH. Calculez la différence 
de charge ionique entre les molécules d'hémoglobine normale et d'hémo- 
globine de l'anémie falciforme, 

9. Indiquez si les objets familiers suivants ont un caractère chiral, pro- 
chiral, ou non chiral. 


(a) un gant 
(b) une balle de tennis 


(g) un flocon de neige 
(h} un escalier en colimaçon 


(c) une bonne paire de ciseaux (i) une volée d'escaliers normale 
(d) une vis (j) un trombone 
(e) cette page (k) une chaussure 


(f) un rouleau de papier hygiénique (1) une paire de lunettes 


10, Représentez quatre formules équivalentes en projection de Fischer 
de la L-alanine (cf. Fig. 4-12 et 4-13), 

“11. (a) Représentez les formules développées et en projection de 
Fischer du (S)-3-méthylhexane. (b) Représentez tous les stéréo-isomères 
du 2,3-dichlorobutane. Donnez leurs noms selon le système (RS) et indi- 
quez celui qui a la forme méso. 

12. Identifiez et nommez les centres ou côtés prochiraux des molécules 
suivantes : 

(a) Acétone 

(b) Propène 


(c) Glycine 
(d) Alanine 


(e) Lysine 
(f) 3-Méthylpyridine 
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La compréhension de quasi tous les aspects de la biochimie passe 
de plus en plus par la connaissance des mécanismes de l'expres- 
sion des gènes ainsi que de la manière de les manipuler. Bien que 
nous n'étudierons ces questions en détail que dans la partie V de 
ce traité, il convient donc d'en aborder dès à présent les principes 
généraux. Nous décrirons dans ce chapitre la structure chimique 
des acides nucléiques, la façon dont on a découvert que l'ADN est 
le support de l'information génétique, la structure de la forme prin- 
cinale de l'ADN et. dans ses erandes lienes comment l'informa- 


tion portée par les gènes dirige la synthèse de l'ARN et des pro- 
téines (les mécanismes de l'expression des gènes) et comment 
l'ADN est répliqué. Nous terminerons ce chapitre par des notions 
de génie génétique, à savoir comment manipuler expérimentale- 
ment l'ADN et l'exprimer, une pratique qui a révolutionné la bio- 
chimie. 


1 & NUCLÉOTIDES ET ACIDES 
NUCLÉIQUES 


Les nucléotides et leurs dérivés sont des substances biologiques 
ubiquitaires qui participent à presque tous les processus biochi- 
miques : 

L. Ce sont les unités monomériques des acides nucléiques, ce 
qui leur confère un rôle central dans le stockage et l'expression de 
l'information génétique. 

2. Les nucléosides triphosphates, plus particulièrement 
l'ATP (Section 1-3B), sont les produits terminaux riches en éner- 
gie de la majorité des voies qui libèrent de l'énergie et sont les sub- 
stances dont l'utilisation rend possible la plupart des processus qui 
exigent de l'énergie. 

3. La plupart des voies métaboliques sont régulées, du moins 
en partie, par les concentrations de nucléotides comme l'ATP et 
l'ADP. De plus, comme nous le verrons, certains nucléotides fonc- 
tionnent comme signaux intracellulaires de régulation pour l'acti- 
vité de nombreux processus métaboliques. 

4. Des dérivés nucléotidiques, comme le nicotinamide adé- 
nine dinucléotide (Section 13-2A), le flavine adénine dinucléo- 
tide (Section 16-2C) et le coenzyme A (Section 21-2) participent 
obligatoirement à de nombreuses réactions enzymatiques, 

5. Les nucléotides entrent dans la composition des ribozymes, 
acides nucléiques doués de propriétés enzymatiques et, à ce titre, 
ils exercent d'importantes activités catalytiques. 


A. Nucléotides, nucléosides et bases 


Les nucléotides sont des esters phosphates d'un sucre à cing car- 
bonec (d'où son nom de nentnse : sertinn L1-1A) hù une hace n°n- 


Ribonucléotides Déoxyribonucléotides 


FIGURE 5-1 Structure chimique des (a) ribonucléotides et 
(b) désoxyribonucléotides. 


tée est liée de façon covalente au C1” du résidu de sucre. Dans les 
ribonucléotides (Fig. 5-1a), unités monomériques de l'ARN, le 
pentose est le D-ribose, alors que dans les désoxyribonucléotides 
(ou simplement les désoxynucléotides ; Fig. 5-1b), unités mono- 
mériques de l'ADN, le pentose est le 2'-désoxy-D-ribose (notez 
que les chiffres suivis du signe « prime » désignent les atomes de 
carbone du résidu ribose alors que les chiffres sans ce signe dési- 
gnent les atomes de la base azotée). Le groupe phosphate peut 
estérifier un groupe en 5” ou en 3’ du pentose pour donner respec- 
tivement son 5'-nucléotide (Fig. 5-1) ou son 3'-nucléotide. S'il 
n'y a pas de groupe phosphate, le composé est un nucléoside. Par 
exemple, un 5’-nucléotide peut être appelé aussi nucléoside-5"- 
phosphate. Dans tous les nucléotides et nucléosides naturels, la 
liaison (appelée glycosidique ; Section 11-1C) qui relie la base 
azotée à l'atome Cl’ du pentose se projette du même côté du 
noyau ribose que la liaison C4'—CS (pour donner la configura- 
tion ; Section 11-1B) plutôt que du côté opposé (la configuration 
&). Remarquez que les groupes phosphates des nucléotides portent 
deux charges négatives aux pH physiologiques ; autrement dit, les 
nucléotides sont des acides moyennement forts. 

Les bases azotées sont des molécules planes, aromatiques et 
hétérocycliques qui, pour la plupart, sont des dérivés de la purine 
ou de la pyrimidine. 
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Les structures, les noms et les abréviations des bases, des nucléo- 
sides et des nucléotides usuels sont donnés dans le Tableau 5-1. 
Les composés puriques principaux des acides nucléiques sont les 
résidus adénine et guanine ; les principaux résidus pyrimidiques 
sont ceux de la cytosine, de l’uracile (que l’on trouve principale- 
ment dans l'ARN), et de la thymine (ou 5-méthyluracile, que l’on 
trouve essentiellement dans l'ADN). Les purines forment des liai- 
sons glycosidiques avec le ribose via leur atome N9, alors que les 
pyrimidines le font par leur atome NI (notez que les systèmes de 
numérotation des atomes des purines et des pyrimidines sont dif- 
férents). 


B. Structure chimique de l'ADN et de l'ARN 


Les structures chimiques des acides nucléiques furent élucidées au 
Adburt Âne ann£ne 1OEÆN euits aus travarty de Dhs Fouine at 
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après lui, de Alexander Todd. Les acides nucléiques, sauf quelques 
exceptions, sont des polymères linéaires de nucléotides dont les 
groupes phosphate font le pont entre les positions 3" et 5’ de rési- 
dus successifs de sucres (Fig. 5-2). Les groupes phosphate de ces 
polynucléotides, devenus des groupes phosphodiester, sont 
acides ; aux pH physiologiques, les acides nucléiques sont donc 
des polyanions. Les polynucléotides sont des molécules direction- 
nelles. Chacune possède une extrémité 3’ (celle dont l'atome C3’ 
n'est pas relié à un nucléotide voisin) et une extrémité 5” (celle 
dont l'atome C5" n'est pas relié à un nucléotide voisin). 


a. La composition en bases de l'ADN suit les règles de 

Chargaff 

L'ADN possède en nombres égaux les résidus adénine et thy- 
mine (À =T) et en nombres égaux ceux de la guanine et de la cyto- 
sine (G = C). Ces égalités, connues sous le nom de règles de 
Chargaff, ont été découvertes à la fin des années 1940 par Erwin 
Chargaff qui avait, pour la première fois, mis au point et utilisé des 
méthodes quantitatives pour la séparation et l'analyse des hydro- 
lysats d'ADN. Chargaff a aussi montré que la composition en 
bases de l'ADN d'un organisme donné est caractéristique et 
qu'elle est indépendante du tissu duquel l'ADN est extrait, de l'âge 
de l'organisme en question, de son état nutritionnel et de n'importe 
quel autre facteur de son environnement. La base structurale des 
règles de Chargaff est que, dans l'ADN double brin, G est toujours 
associé par liaisons hydrogène à C (avec laquelle elle forme une 
paire de bases), tandis que A forme toujours une paire de bases 
avec T (Fig. 1-16). 

La composition en bases de l'ADN varie fortement parmi les 
êtres vivants ; cela va de -25 % à 75 % en G + C entre les diffé- 
rentes espèces de bactéries. Par contre, elle est assez semblable 
entre espèces voisines; par exemple, chez les mammifères, le 
contenu en G + C va de 39 % à 46 %. 

L'ARN, qui se trouve habituellement sous forme de molécules 
simple brin ne subit apparemment pas les mêmes contraintes quant 
à sa composition en bases. Cependant, les ARN double brin, qui 
constituent le matériel génétique de plusieurs virus, suivent égale- 
ment les règles de Chargaff (ici A s'associe à U, comme à T dans 
l'ADN ; Fig. 1-16). Par contre, les ADN simple brin, que l’on 
trouvre dans certains virus, ne suivent pas les règles de Chargaff. 
C'est en pénétrant dans leurs cellules hôtes qu'ils prennent la 
structure double brin par réplication, et dès lors, la composition en 
bases suit les règles de Chargaff. 


b. Les bases des acides nucléiques peuvent être modifiées 
Certains ADN contiennent des bases dérivées des bases nor- 
males par modification chimique. Par exemple, dA et dC sont par- 
ticllement remplacées dans l'ADN de nombreux organismes, res- 
pectivement par la N°-méthyl-dA et par la 5-méthyl-dC. 
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(a) 


Ces bases sont produites par modification enzymatique, spécifique 
de la séquence de l'ADN normal (Sections 5-5A et 30-7). Les 
bases modifiées suivent les règles de Chargaff si on les considère 
comme équivalentes aux bases normales dont elles dérivent. De 
même, de nombreuses bases dans l'ARN, surtout dans les ARN de 
transfert (ARNt ; Section 32-2A) sont modifiées. 


c. L'ARN est sensible à l’hydrolyse alcaline ; l'ADN ne 

l’est point 

L'ARN est très sensible à l'hydrolyse alcaline selon la réaction 
représentée dans la Fig. 5-3; elle produit un mélange de nucléo- 
tides 2’ et 3°. Par contre, l'ADN, qui ne possède pas de groupe 2'- 
OH, est résistant à l’hydrolyse alcaline et est donc beaucoup plus 
stable chimiquement que l'ARN. C'est probablement la raison 
pour laquelle l'ADN est devenu la mémoire génétique de la cel- 
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FIGURE 5-2 Structure chimique d’un acide nucléique, 

(a) Le tétranucléotide adény1-3”,5’-uridyl-3",5’-cytidy1-3",5'- 
guanylyl-3"-phosphate. Les atomes des sucres sont numérotés 
avec un signe « prime » pour les distinguer des atomes des 
bases. Par convention, on note les séquences polynucléoti- 
diques en partant de l'extrémité gauche 5° vers l'extrémité 3° 
à droite, En lisant de gauche à droite, le pont phosphodiester 
relie donc les résidus ribose voisins dans le sens général 5° 
vers 3”. On peut utiliser une notation abrégée pour la séquence 
de cette figure, ApUpCpGp ou simplement AUCGp, si l'on 
convient que p indique un groupement 5° phosphate s'il est à 
gauche du symbole d'un nucléoside, et un groupement 3° phos- 
phate s'il est à droite ; le Tableau 5-1 donne les significations 
des autres symboles. Le désoxytétranucléotide correspondant, 
dans lequel les groupements 2°-OH sont remplacés par 2°-H et 
la base uracile (U) est remplacée par la thymine (T) (5-méthy- 
luracile), est noté d(ApTpCpGp) ou simplement d(ATCGp)}. 
(b) Représentation schématique de AUCGbp. Le résidu ribose 
est représenté par une droite verticale, la base est notée par son 
symbole en une lettre ; une ligne oblique associée au symbole 
p (ce dernier peut être omis) représente la liaison phosphodies- 
ter. On omet souvent les numéros des atomes du résidu ribose 
indiqués ici. Le désoxypolynucléotide correspondant serait 
représemé en omettant le groupement OH lié au C2’ et en rem- 
plaçant U par T. 


2 B L'ADN EST LE SUPPORT DE 
L'INFORMATION GÉNÉTIQUE 


Les acides nucléiques ont été isolés pour la première fois en 1869 
par Friedrich Miescher, qui les a appelés ainsi parce qu'il les a 
trouvés dans les noyaux des leucocytes provenant du pus de pan- 
sements chirurgicaux. La présence d'acides nucléiques dans 
d'autres cellules fut démontrée au cours des années suivantes mais 
il a fallu 75 ans pour comprendre leur fonction biologique. Ainsi, 
au cours des années 1930-1940, on croyait encore que les acides 
nucléiques étaient constitués par une séquence monotone des 
quatre bases, ce qui explique qu'on ne songeait pas à leur attribuer 
une fonction génétique. C'était l'hypothèse tétranucléotidique. 
On pensait plutôt que les gènes étaient des protéines, puisque 
celles-ci étaient, à l'époque, les seuls composés connus comme 


navant smndlne Anne Au. ont ntsl Atshginn Fans raîte aan. 


Section 5-2. L'ADN est le support de l'information génétique 83 


B NS B, ,1 
2’ O-—-H OH 
D: 


ARN 
B, B, “1 
Le) \ , # 0 OH 
/ \ … 
0- [e) 
… HO 
Nucléotide 2',3'-Cyclique 
w. Ce 
B B 
O—PoT OH 
OH ou O— POS 
2'-Nucléotide 3'-Nucléotide 


FIGURE 5-3 Mécanisme de l'hydrolyse alcaline de l'ARN. La solution 
alcaline provoque la déprotonation du groupe 2’-OH et facilite l'attaque 
nucléophile du noyau phosphore proche, ce qui entraîne le clivage de la 
chaîne de l'ARN. II se forme un cycle phosphate lié aux C2’ et C3’, qui 
sera hydrolysé soit en 2° soit en 3'phosphate. 


tion, nous décrirons les expériences qui ont permis de démontrer 
le rôle génétique de l'ADN. 


A. Le principe transformant est l'ADN 


La forme virulente du pneumocoque (Diplococcus pneumoniae), 
bactérie qui provoque une pneumonie, est recouverte d'une paroi 
cellulaire garnie de motifs polysaccharidiques qui constituent les 
sites de liaison (les antigènes O ; Section 11-3B) permettant la 
reconnaissance des cellules qu'elle infecte. Des 

mutants dépourvus de ces motifs, à cause de l'absence d’une 
enzyme indispensable à leur biosynthèse, ne sont plus pathogènes, 
Les formes virulentes ou non pathogènes sont connues sous l'ap- 
nellation S on R à cauce de l'acnerct de leurz colonies regnective. 


FIGURE 5-4 Pneumocoques. Les grandes colonies brillantes sont des 
colonies de pneumocoques virulents de type S, résultant de la transfor- 
mation de pneumocoques non virulents de type R (les colonies de petites 
taille), par l'ADN extrait de pneumocoques S tués par la chaleur. 
[D'après Avery O.T., MacLeod CM. et McCarty, M. JExp. Med. 79, 
153 (1944). Copyright © 1944 par Rockefeller University Press.] 


ment lisses (S pour smooth) et rugueuses (R pour rough)}, en cul- 
ture (Fig. 5-4). 

En 1928, Frederick Griffith fait une découverte étonnante. L'in- 
jection à des souris, d'un mélange de pneumocoques R, vivants, et 
S, tués par la chaleur, entraîne la mort de la plupart des souris. Fait 
plus surprenant encore, le sang des souris mortes contient des 
pneumocoques S vivants, Les pneumocoques S tués, initialement 
injectés aux souris ont, en quelque sorte, transformé les pneumo- 
coques R inoffensifs en forme $ virulente. De plus, la descendance 
des pneumocoques transformés est aussi S, indiquant que la trans- 
formation est stable, Ultérieurement, la même transformation fut 
réalisée in vitro, en mélangeant des cellules R avec un extrait acel- 
lulaire de cellules S. Restait à déterminer la nature du principe 
transformant. 

En 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod et Maclyn McCarty 
publient les résultats de 10 ans de recherche attestant que le prin- 
cipe transformant est l'ADN. Leur conclusion est fondée sur le fait 
que le principe transformant, purifié au mieux selon les moyens de 
l'époque, possède toutes les propriétés physiques et chimiques de 
l'ADN, et que l'on n'y détecte pas de protéines. Le principe trans- 
formant n'est pas diminué par l'action d'enzymes qui catalysent 
l'hydrolyse des protéines et de l'ARN, mais il est complètement 
inactivé après traitement par une enzyme qui catalyse l'hydrolyse 
de l'ADN. On en déduit que l'ADN est bien le support de l'infor- 
mation génétique. 

La découverte d'Avery et de ses collaborateurs sous-tendait 
une idée trop en avance sur l'époque. Ainsi fut-elle accueillie 
d’abord avec scepticisme, puis resta pratiquement ignorée. En fait, 
Avery lui-même n'avait pas déclaré clairement que l'ADN est le 
matériau de l'hérédité, mais qu'il possédait une « spécificité biolo- 
gique ». Ses travaux ont cependant inspiré plusieurs biochimistes, 
comme Erwin Chargaff, qui détermina de manière précise les rap- 
ports des bases dans l'ADN avec la nouvelle technique de chro- 
matographie sur papier (Section 6-3D), rejetant ainsi l’hypo- 
thèse tétranucléotidique, et suggérant que l'ADN est une molécule 
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FIGURE 5-5 Souris transgénique, La souris géante de gauche s'est 
développée à partir d'un ovule fécondé dans lequel on a microinjecté de 
l'ADN contenant le gène de l'hormone de croissance du rat, L'individu 
normal de droite provient de la même portée. [Avec l'autorisation de 
Ralph Brinster, University of Pennsylvania.] 


Plus tard, la démonstration est faite que les eucaryotes peuvent 
aussi être transformés par l'ADN. Celui-ci est donc le matériau de 
l'hérédité chez les eucaryotes également ; les études cytologiques 
montrent d'ailleurs que l'ADN est présent dans les chromosomes. 
En 1982, Ralph Brinster fait une démonstration spectaculaire de la 
transformation chez les eucaryotes. Il microinjecte de l'ADN 
contenant le gène codant le polypeptide qui constitue l'hormone 
de croissance du rat, dans le noyau d'ovules fécondés de souris 
(cette technique est exposée dans la Section 5-5H) et implante ces 
œufs dans l'utérus de femelles porteuses. Il obtient ainsi des sou- 
ris géantes (Fig. 5-5), dont le sérum contient l'hormone de crois- 
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FIGURE 5-6 Bactériophages accrochés à la surface d'une bactérie, 


Micrographie électronique, parmi les premières, d'une cellule de Æ. coji, 
sur liquelle des bactériophages T5 sont fixés par leur queue, [Avec l'au- 
torisation de Thomas F. Anderson, Fox Chase Cancer Center] 


sance de rat en concentration élevée et qui atteignent un poids 
double de celui des souris non traitées. De tels animaux généti- 
quement modifiés sont appelés transgéniques. 


B. L'ADN est la molécule de l'hérédité chez de 
nombreux bactériophages 


Les micrographies électroniques des bactéries infectées par des 
phages montrent les enveloppes, à tête vide, des particules pha- 
giques accrochées à la surface bactérienne (Fig. 5-6). Roger Her- 
riott déduisit de cette observation « qu'il se peut que le virus agisse 
comme une petite seringue hypodermique remplie de principe 
transformant», que le virus injecte dans l'hôte bactérien 
(Fig. 5-7). Cette hypothèse, illustrée par la Fig. 5-8, a inspiré les 
expériences réalisées en 1952 par Alfred Hershey et Martha Chase. 
Des bactériophages T2 sont multipliés dans Æ. coli poussant dans 
un milieu contenant les isotopes radioactifs P et ŸS. La capside 
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FIGURE 5-8 L'expérience de Hershey et Chase. Cette expérience 
démontre que l'acide nucléique du phage est le seul composant qui 
pénètre la cellule hôte lors de l'infection par le phage. 


protéique du phage, qui ne contient pas de P, est donc marquée par 
3 et son ADN, qui ne contient pas de S, par P. Les phages ainsi 
marqués sont ensuite ajoutés à une culture d'E. coli poussant dans 
un milieu non marqué . Un temps d’incubation suffisant permet 
aux phages d’infecter les bactéries, après quoi la suspension est 
agitée dans un broyeur de ménage pour détacher les enveloppes de 
phages vides adhérant aux cellules. Ce traitement, pourtant assez 
brutal, n’abîme pas les bactéries et n'empêche pas l'infection de se 
poursuivre. Après centrifugation (voir Section 6-5), ce qui permet 
de séparer les enveloppes vides des phages et les bactéries, l’ana- 
lyse montre que les enveloppes de phages contiennent la majorité 
du %S, et les bactéries, la majorité du ?P. De plus, on retrouve 
dans la descendance des nhages 30 % du 2P mais seulement 1! & 
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du ŸS. Hershey et Chase peuvent donc en conclure que l'ADN du 
phage est le seul composé essentiel pour produire les nouvelles 
particules. L'ADN est donc le matériau de l'hérédité. Plus récem- 
ment, on a montré que l'ADN purifié à partir de phages peut, à lui 
seul, après une opération appelée transfection, provoquer une 
infection normale dans un hôte bactérien, traité pour le rendre 
compétent. La transfection diffère de la transformation en ce sens 
que cette dernière implique généralement la recombinaison d'un 
fragment d'ADN homologue avec le chromosome bactérien. 

En 1952, les connaissances en biochimie sont déjà avancées et 
la démonstration d'Hershey et Chase est acceptée beaucoup plus 
facilement que l'identification du principe transformant à l'ADN, 
par Avery, 8 ans plus tôt. Quelques mois après, les premières hypo- 
thèses sur la nature du code génétique (la correspondance entre la 
séquence des bases d'un gène et la séquence en acides aminés 
d'une protéine, Section 5-4B) sont formulées, et James Watson et 
Francis Crick établissent la structure de l'ADN. En 1955, on 
montre que, chez les eucaryotes, le contenu en ADN des cellules 
somatiques est deux fois celui des cellules reproductrices, Le fait 
que cette observation soit présentée comme un argument supplé- 
mentaire en faveur du rôle génétique de l'ADN, alors que les 
autres molécules composant les chromosomes varient aussi dans 
les mêmes proportions, ne suscite pourtant que peu de commen- 
laires. 


3 & L'ADN EN DOUBLE HÉLICE 


L'élucidation de la structure de l'ADN par Watson et Crick en 
1953 marque, dit-on, l'avènement de la biologie moléculaire 
moderne. Si la structure Watson-Crick de l'ADN revêt une telle 
importance, c'est parce qu'elle met en lumière non seulement la 
molécule la plus fondamentale de la vie, mais aussi le mécanisme 
de l'hérédité. Cette découverte, considérée comme un des plus 
beaux succès de la démarche scientifique, réconciliait de nom- 
breuses données, dont certaines étaient encore loin d'être accep- 
tées par lous : 


1. Les règles de Chargaff. À l’époque, les relations À = T et 
G = C restaient inexpliquées, même par Chargaff. 

2. Les formes tautomériques exactes des bases. Les rayons 
X. la résonance magnétique nucléaire (RMN) et des analyses 
spectroscopiques ont solidement établi que les bases des acides 
nucléiques sont sous leurs formes tautomériques céto (Ta- 
bleau 5-1). Ceci n'était pas vraiment admis en 1953, On pensait, 
en effet, que la guanine et la thymine étaient sous leur forme 
énolique (Fig. 5-9), ce qui était censé rendre maximale la stabi- 
lité en résonance de ces molécules aromatiques. Jerry Donohue, 
expert de la détermination, par diffraction des rayons X, des 
structures physiques des petites molécules organiques et collègue 
de Watson et de Crick, montra que la forme céto est la plus fré- 
quente, ce qui permettait alors de concevoir les appariements cor- 
rects entre les bases par des liaisons hydrogène. 


3. La nature hélicoïdale de l'ADN. Cette information était 
fondée sur la photographie d'une fibre d'ADN diffractant les 
rayons X, prise par Rosalind Franklin (Fig. 5-10), En effet, 
l'ADN est une molécule filamenteuse qui ne peut cristalliser mais 
peut être rassemblée en fibres constituées par des faisceaux paral- 
lèles de molécules. Crick était bien entraîné à l'étude des cris- 
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TABLEAU 5-1 Noms et abréviations des bases, des nucléosides et des nucléotides dans les 
acides nucléiques 
Formules Base Nucléoside Nucléotide 
des bases (X=H) (X = ribose”) (X= ribose phosphate”) 
NH; Adénine Adénosine Acide adénylique 
N Ade Ado Adénosine monophosphate 
NT | \ A A AMP 
KL 
l 
X 
[e) Guanine Guanosine Acide guanylique 
H N Gua Guo Guanosine monophosphate 
CN | ÿ G G GMP 
HN n 
X 
NH; Cytosine Cytidine Acide cytidilique 
S Cyt Cyd Cytidine monophosphate 
JL C C CMP 
(a) " 
x 
0 Uracile Uridine Acide uridylique 
H. Ura Urd Uridine monophosphate 
À | U U UMP 
: 
X 
[a Thymine Désoxythymidine Acide désoxythymidylique 
H. CH; Thy dThd Désoxythymidine monophosphate 
À. | T dr dTMP 
on 
dx 


‘La présence d'une unité 2'-ésoxyribose à la place du ribose, comme dans l'ADN, est simplifiée par les préixes 

« désoxy » où « de. Par exemple, le désoxynucléoside de l'adénine est la désoxyadénosine ou dA. Cependant, pour 
les résidus contenant de La thymine, que l'on trouve rarement dans les ARN, le préfixe est redondant et peut être 
omis. La présence d'une unité ribose peut être indiquée explicitement par les préfixes « ribo » ou « r». Ainsi, le ribo- 


nucléotide de la thymine est La ribothymidine ou FT. 


* La position du groupe phosphate dans un nucléotide peut être indiquée explicitement comme, par exemple, 3°-AMP 


et 5'-GMP. 


taux par rayons X, et il avait justement formulé les équations ren- 
dant compte de la diffraction de molécules hélicoïdales. L'exa- 
men de la photographie de Franklin lui permit de déduire que (a) 
l'ADN est une molécule hélicoïdale et (b) ses bases aromatiques, 
de forme plane, forment un empilement d'anneaux, parallèle à 
l'axe de la fibre. 


Ces données ne fournirent que quelques points de repères pour élu- 
cider la structure de l'ADN. Celle-ci surgit essentiellement de 
l'imagination de Watson et de Crick qui l'exercèrent sur de nom- 
breux modèles, Une fois publié, le modèle de Watson-Crick fut 
rapidement accepté car il était à la fois simple et rendait compte 
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en ont confirmé l'exactitude, moyennant quelques modifications 
de détail. 


A. La structure Watson-Crick : l'ADN-B 


Les fibres d'ADN présentent la conformation appelée B. Celle-ci 
est fondée sur leur mode de diffraction des rayons X, quand le 
contre-ion est un cation métallique alcalin, comme Na*, et quand 
l'humidité relative est > 92 %. L'ADN-B est considéré comme la 
forme native (biologiquement active) de l'ADN, notamment parce 
que son mode de diffraction des rayons X ressemble à celui de 
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FIGURE 5-9 Quelques conversions possibles des bases en formes tau- 
tomères. Résidus de la thymine (a) et de la guanine (b), Les résidus de la 
cytosine et de l'adénine peuvent subir des déplacements semblables de 
protons. 


FIGURE 5-10 Photographie, prise par Rosalind Franklin, de la dif- 
fraction des rayons X par une fibre d'ADN-Na, de conformation B, 
orientée verticalement. C'est cette photographie qui a procuré l'élément 
clé pour comprendre la structure de Watson-Crick. La disposition des 
taches centrales en X indique qu'il s'agit d'une hélice : les arcs de cercles 
en noir foncé en haut et en bas de l'image de diffraction correspondent à 
une distance de 3,4 À : ils montrent que la structure de l'ADN se répète 
de manière périodique tous les 3,4 À, le long de l'axe de la fibre. [Four- 
nie aimablement par Maurice Wilkings, King's College, Londres. ] 


La structure Watson-Crick de l'ADN-B possède les trois carac- 
téristiques principales suivantes : 

L Cet ADN est constitué de deux chaînes polynucléotidiques 
tournant autour du même axe selon une spirale de pas vers la 
droite, ce qui forme une double hélice d'un diamètre de -20 À 
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FIGURE 5-11 Structure 3-D de l'ADN-B. L'hélice est dessinée d'après 
la structure par rayons X du dodécamère autocomplémentaire 
d(CGCGAATTCGCG) déterminée par Richard Dickerson et Horace 
Drew, La vue est perpendiculaire à l'axe de l'hélice. Les enchaînements 
sucre-phosphate tournant en sens opposés en périphérie de la molécule 
sont en bleu et sont soulignés par le ruban bleu-vent. Les bases, au 
centre, sont en rouge ; elles sont associées en paires par liaisons hydro- 
gène. Les atomes H n'ont pas été représentés pour ne pas surcharger le 
dessin. [Copyrighted, Irving Geis,] 


antiparallèles) et s'enroulent l’une autour de l'autre, de telle 
manière qu'elles ne peuvent pas être séparées sans détordre l'hé- 
lice. Les bases sont à l'intérieur de l'hélice et les liaisons sucre- 
phosphate forment des spirales à l'extérieur de l'hélice, ce qui 
minimise la répulsion entre les charges négatives des groupes phos- 
phate. 

2. Les plans constitués par les bases sont pratiquement per- 
pendiculaires à l'axe de l'hélice. Chaque base est reliée par liai- 
sons hydrogène à une base de la chaîne opposée pour former une 
paire de bases (pb) dans le même plan (Fig. 5-11). Ce sont les 
interactions par liaisons hydrogène, connues sous le terme d'ap- 
pariement complémentaire des bases, qui sont responsables de 
l'association spécifique entre les deux chaînes de la double hélice. 

3. L'hélice « idéale » d'ADN-B a un pas de 10 paires de bases 
(correspondant donc à une fraction de tour de 36° par pb). Étant 
donné que les bases ont une épaisseur de van der Waals de 3,4 À 
et qu'elles sont en partie tassées l'une sur l'autre (tassement des 
+ Fig. 5-11), le pas de l'hélice (translation par tour) est de 
24 À 
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FIGURE 5-12 Les paires de bases Watson-Crick. La droite qui réunit 
les atomes C1” des résidus ribose a une longueur identique pour les deux 
paires de bases et fait des angles égaux de 51,5° avec les liaisons glycosi- 
diques aux bases. Cette géométrie crée une série d'axes de symétrie de 
pseudo-ordre deux, parfois appelés axes dyades, qui passent par le centre 
de chaque paire de bases. et qui sont perpendiculaires à l'axe de l'hélice, 
représenté par une droite en rouge, On remarque que À avec T, et C avec 
G, s'associent respectivement par deux et par trois liaisons hydrogène. 
{D'après Amoitt S.. Dover S.D.. et Wonacott, A.J., Acta Cryst. B25, 2196 
(1969)! 


La propriété la plus remarquable de la structure Watson-Crick 
est qu'elle n'admet que deux types d'appariements : un résidu adé- 
nine ne peut s'apparier qu'avec un résidu thymine et vice versa, et 
chaque résidu guanine ne peut s'apparier qu'avec un résidu cyto- 
sine et vice versa. La disposition dans l’espace des paires de bases 
A-TetG:C, les paires de bases Watson-Crick, est illustrée dans 
la Fig. 5-12, Les deux paires de bases sont interchangeables en ce 
sens qu'elles peuvent se remplacer l'une l'autre dans la double 
hélice, sans changer les positions des atomes C1" du squelette 
sucre-phosphate. De même, on peut échanger les bases d'une 
même paire et donc substituer G °C à C:°G ou A:T àT : À sans 
perturber la structure de la double hélice. Toute autre combinai- 
son en paires de bases (A * G ou A - C, par exemple)) déformerait 
la double hélice au point de provoquer une réorientation impor- 
tante du squelette sucre-phosphate. 

L'ADN-B présente deux profonds sillons extérieurs qui suivent 
les enchaînements sucre-phosphate, en raison du fait que l'axe de 
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parce que (1) le bord supérieur de chaque paire de bases, comme 
le montre la Fig. 5-12, a une structure différente de celle du bord 
inférieur ; et (2) les résidus désoxyribose sont asymétriques. Le 
sillon mineur expose le côté de chaque paire de bases d'où se pro- 
jettent ses atomes C1 (il s'ouvre vers le bas dans la Fig. 5-12), 
alors que le sillon majeur expose le bord opposé de la paire de 
bases (il s'ouvre vers le haut dans la Fig. 5-12). 

Bien que l'ADN-B soit, de loin, la forme la plus fréquente dans 
la cellule, on connaît d'autres structures d'ADN et d'ARN en 
double hélice. Celles-ci sont discutées dans la Section 29-1B. 


B. La réplication de l'ADN 
est « semi-conservaltive » 


La structure Watson-Cnick est compatible avec n'importe quelle 
séquence de bases sur un brin, pourvu que l’autre possède la 
séquence de bases complémentaire. Ceci permet donc de com- 
prendre les règles de Chargaff. On peut aussi en déduire le fait plus 
important que l'information génétique est entièrement contenue 
dans n'importe lequel des deux brins. Chaque chaîne polynucléo- 
tidique peut donc servir de matrice pour la synthèse d’une nouvelle 
chaîne complémentaire, grâce aux mêmes interactions que celles 
qui autorisent l'appariement des bases (Fig. 1-17). Les deux 
chaînes d'une molécule « parentale » doivent donc se séparer pour 
permettre la synthèse, catalysée par une enzyme, d'une nouvelle 
chaîne complémentaire copiée sur chaque molécule parentale. Il en 
résulte deux molécules d'ADN à double hélice (duplex), chacune 
étant formée par une des chaînes parentales et une des chaînes néo- 
synthétisées. Ce mode de réplication est dit « semi-conservatif » 
pour le distinguer d'un mode «conservatif» qui donnesrait, en 
supposant qu'il existe, une molécule duplex entièrement néosyn- 
thétisée et la molécule duplex parentale. Le mécanisme de la répli- 
cation de l'ADN est le sujet principal du chapitre 30. 

La nature semi-conservative de la réplication de l'ADN a été 
démontrée de manière élégante en 1958 par Matthew Meselson et 
Franklin Stahl, par l'expérience suivante. La densité de l'ADN est 
augmentée par incorporation de l'isotope lourd !°N de l'azote (*N 
étant l'isotope le plus abondant dans la nature), Pour ce faire, 
E. coli est cultivé durant 14 générations dans un milieu ne conte- 
nant que du lNH,CI comme source d'azote. Ces bactéries 
« lourdes » sont alors transférées directement dans un milieu ne 
contenant que du #N et la densité de leur ADN est ensuite mesu- 
rée pour chaque génération de bactéries, après ultracentrifuga- 
tion en gradient de densité à l'équilibre ( une technique qui per- 
met de séparer les macromolécules en fonction de leur densité et 
précisément mise au point par Meselson, Stahl et Jerome Vino- 
grad, pour séparer l'ADN contenant !N de celui contenant lN : 
Section 6-5B). 

Les résultats de l'expérience de Meselson et Stah] sont présen- 
tés dans la Fig. 5-13, Après une génération, au cours de laquelle le 
nombre de cellules a doublé, tout l'ADN présente une densité 
exactement intermédiaire entre l'ADN complètement N et 
l'ADN FN. Cet ADN contient donc en quantités égales les iso- 
topes lN et l#N, conformément à ce qui est attendu après une 
génération en cas de réplication semi-conservative, La réplication 
« conservative », au contraire, aurait conservé tout l'ADN de type 
parental, ici de densité élevée, et formé une quantité égale d'ADN 
de densité faible. Après deux générations, on constate e que la moi- 
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FIGURE 5-13 Démonstration de la nature semi-conservative de la 
réplication de l'ADN, chez E, coli, par ultracentrifugation en gra- 
dient de densité. L'ADN a été dissous dans une solution aqueuse de 
CsCI de densité de 1,71g/cm* puis soumis à une accélération de 140 000 
fois celle de la pesanteur dans une ultracentrifugeuse analytique, qui per- 
met d'observer les échantillons en cours de migration. Cette énorme 
accélération redistribue le CsC1 dans la solution de sorte que sa concen- 
tration augmente avec le rayon dans l'ultracentrifugeuse. En consé- 
quence, l'ADN migre dans ce gradient de densité jusqu'à trouver sa posi- 
tion d'équilibre selon sa densité de flottation. Les clichés de gauche 
montrent les photographies, par absorbance dans l'UV, des cellules d'ul- 
tracentrifugation dans lesquelles on distingue des bandes correspondant à 
l'ADN, qui absorbe très fortement la lumière UV, Les photographies sont 
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0 ans ADN 15N (lourd) 


ADN 14N (léger) 


microdensitométriques des mêmes photographies, dont les hauteurs des 
pics sont proportionnelles à la concentration en ADN, L'ADN synthétisé 
en présence de !°N a une densité supérieure. Les bandes les plus à droite, 
correspondant à une distance plus grande par rapport à l'axe du rotor, 
représentent l'ADN le plus riche en TN, tandis que l'ADN non marqué, 
formé de "#N, forme les bandes les plus à gauche, dont la densité est 
inférieure de 0,014 g/em*, Les bandes intermédiaires, bien alignées, cor- 
respondent à un ADN duplex dans lequel un brin est °N et l'autre lN. 
Les interprétations sont dessinées à droite de la figure ; elles indiquent, à 
chaque cycle de réplication, les nombres relatifs de brins d'ADN fournis 
par les molécules parentales : type parental à 100 % d'ADN FN (deux 
chaînes bleues) ; type hybride (une chaîne bleue, une rouge), type entière- 
ment néo-synthétisé, ADN N (deux chaînes rouges), [D'après Mesel- 
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des hybrides NN) comme les molécules de première généra- 
tion, Cette répartition est aussi en accord avec le modèle semi- 
conservatif et contredit le modèle conservatif. Au cours des géné- 
rations ultérieures, la proportion d'ADN «léger» s'accroît par 
rapport à la proportion d'ADN de densité intermédiaire, qui finit 
par n'être présent qu'à l’état de traces. Ceci concorde parfaitement 
avec le modèle semi-conservatif, tout en réfutant le modèle conser- 
vatif. En effet, ce dernier aboutirait à la persistance de l'ADN-'°N 
(parental), sans apparition d'ADN de densité intermédiaire. 


C. Dénaturation et renaturation de l'ADN 


Lorsqu'une solution d'ADN duplex est chauffée au dessus d'une 
certaine température, sa structure initiale disparaît parce que les 
deux chaînes complémentaires se séparent et prennent chacune 
une conformation aléatoire ondulante appelée enroulement au 
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FIGURE 5-14 Représentation schématique de la séparation des brins 
de l'ADN duplex lors de sa dénaturation par la chaleur. 
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FIGURE 5-15 Spectre d'absorbance UV de l'ADN d’E, coli natif ou 
dénaturé par la chaleur, Remarquer que la dénaturation ne change pas 
la forme générale de la courbe d'absorbance mais augmente son inten- 


hasard (« random coil ») (Fig. 5-14). Ce phénomène de dénatu- 
ration s'accompagne d'une modification qualitative des propriétés 
physiques de l'ADN. Ainsi, la viscosité élevée des solutions 
natives d'ADN, qui résulte de la résistance à la déformation des 
molécules duplex en forme de cylindres assez rigides, chute rapi- 
dement dès que l'ADN se dénature, c’est-à-dire prend la forme de 
deux simples chaînes relativement libres. 


a. La dénaturation de l’ADN est un processus coopératif 

La méthode la plus simple pour suivre la dénaturation à partir 
de l'état natif consiste à déterminer l'évolution du spectre d'ab- 
sorbance des UV par la solution d'ADN. Pendant la dénaturation, 
l'absorbance, qui est due essentiellement aux bases aromatiques, 
s'accroît de près de 40 % à toutes les longueurs d'ondes 
(Fig. 5-15). Ce phénomène s'appelle l'effet d'hyperchromicité ( 
du grec hyper, au dessus et chroma, couleur) ; il provient de l’abo- 
lition des interactions électroniques entre les bases appariées. Cette 
variation de l'absorbance peut être suivie à la longueur d'onde de 
260 nm et elle se produit pour un écart étroit de températures 
(Fig. 5-16). Ceci montre que la dénaturation de l'ADN commence 
à certains endroits, en provoquant ainsi une déstabilisation de la 
structure du reste de la molécule : c'est un phénomène coopéra- 
tif, On peut donc décrire la dénaturation de l'ADN comme un phé- 
nomène semblable à la fusion d’un solide qui n'aurait qu'une 
dimension. Ainsi, la Fig. 5-16 représente une courbe de fusion en 
fonction de la température. La valeur de la température au point 
correspondant à 50% de la variation d'hyperchromicité, s'appelle 
la température de fusion ou 7, (m pour « melting »). 

La stabilité de la double hélice d'ADN, indiquée par sa T,,, 
dépend de plusieurs facteurs, dont la nature du solvant, l'identité 
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FIGURE 5-16 Exemple de courbe de fusion de l'ADN, L'absorbance 
relative est le rapport entre l'absorbance (généralement mesurée à 
260 nm), à la température indiquée, et l'absorbance à 25 °C. La tempéra- 


et la concentration des ions en solution et le pH. Ainsi, l'ADN 
double brin se dénature (sa T,, diminue) en conditions alcalines, 
lesquelles ionisent certaines bases et perturbent alors leur apparie- 
ment. La T,, s'accroît de manière linéaire en fonction de la com- 
position molaire, en %, des bases G et C (Fig. 5-17), ce qui montre 
bien que les paires de bases GC appariées par trois liaisons hydro- 
gène sont plus stables que les paires AT, appariées seulement par 
deux liaisons hydrogène. 


b. L’ADN peut être renaturé 

Si une solution d'ADN dénaturé est refroidie rapidement bien 
en dessous de sa T,,, l'ADN résultant ne sera que très partiellement 
apparié (Fig. 5-18) car les brins complémentaires n'ont pas assez 
de temps pour se réassocier complètement avant l'établissement 
d’appariements partiels aléatoires qui « gèlent» efficacement de 
telles structures. Cependant, si on refroidit lentement la solution 
d'ADN dénaturé et qu’on la maintient à une température d’envi- 
ron 25 °C en dessous de sa T,,, l'énergie thermique du système sera 
suffisante pour que des appariements de bases s'établissent sur des 
courtes distances grâce à des dénaturations et renaturations suc- 
cessives, mais insuffisante pour dénaturer de longues séquences 
complémentaires. Dans ces conditions d’«annélation » (annea- 
ling), découvertes par Julius Marmur en 1960, l'ADN dénaturé 
finira par se renaturer complètement. De même, des brins complé- 
mentaires d'ADN et d'ARN, selon un processus appelé hybrida- 
tion, prendront des structures hybrides en double hélice à peine 
moins stables que les ADN en double hélice correspondants. 


D. Longueur de l'ADN 


Les molécules d'ADN sont en général très grandes (Fig. 5-19). La 
masse moléculaire de l'ADN a été déterminée par de nombreuses 
techniques, dont l’ultracentrifugation (Section 6-5), les mesures de 
longueur faites sur des images de microscopie électronique (une 
paire de bases de l'ADN-B Na* a une masse moléculaire moyenne 
de 660 D et une épaisseur de 3,4 À) et par autoradiographie 
(technique dans laquelle la position d'une substance radioactive 
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FIGURE 5-17 Variation de 7,, d'ADN divers, en fonction de leur 
contenu en G + C, Les ADN ont été dissous dans une solution contenant 
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intermoléculaire 


FIGURE 5-18 ADN partiellement renaturé. Représentation schéma- 
tique de structures d'ADN formées après un appariement imparfait, dû à 
un refroidissement rapide bien en dessous du 7,, après dénaturation par la 
chaleur. Les appariements partiels, qui entraînent une agrégation de l'en- 
semble, peuvent être intra- et intermoléculaires. 


FIGURE 5-19 Micrographie électronique d’un bactériophage T2 et 
de son ADN. Le phage a été lysé (ouvert) par choc osmotique avec de 
l'eau distillée, ce qui fait sortir l'ADN. II est difficile de voir l'ADN 
duplex au microscope électronique sans traitement spécial, étant donné 
qu’il n'a que 20 À de diamètre. La technique de Kleinschmidt consiste 
à l'épaissir jusqu'à 200 À de diamètre en le recouvrant d'une protéine 
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FIGURE 5-20 Autoradiographie d'ADN de Drosophila melanogaster. 
Des cellules de D. melanogaster ont été cultivées en présence de thymi- 
dine marquée au [H]}, lysées, étalées sur une lame de verre et recou- 
vertes d'une émulsion photographique qui a été développée après une 
exposition de 5 mois. La courbe en blanc (il s’agit d'un positif de la 
photo) produite par l'émission radioactive du ['H] correspond au filament 
d'ADN, Sa longueur est de 1,2 em. (D'après Kavenoff, R., Klotz, L.C., 
and Zimm, B.H., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 38, 4 (1973). 
[Copynighted 1974 Cold Spring Harbor Laboratory Press.] 


dans un échantillon est déterminée par le noircissement d'une 
émulsion photographique sur laquelle, ou dans laquelle, l'échan- 
tillon est déposé ; Fig. 5-20). Le nombre de paires de bases et les 
longueurs totales développées par l'ADN natif complet de 
quelques organismes choisis pour leur complexité croissante, sont 
présentés dans le tableau 5-2. Comme on pouvait s'y attendre, la 
quantité d'ADN par complément haploïde d'un organisme varie 
plus ou moins en fonction de sa complexité. Il y a cependant 
des exceptions remarquables comme le dernier exemple du 
Tableau 5-2. 

On a pu visualiser l'ADN de cellules procaryotes et montrer 
ainsi que leur génome (ensemble de 1’ information génétique) est 
constitué d'une seule molécule d'ADN généralement circulaire. 
Bruno Zimm a pu de même démontrer que le chromosome le 
plus grand de Drosophila melanogaster contient une seule molé- 
cule d'ADN, en comparant la masse moléculaire de l'ADN de ce 


chromosome à la longueur de l'ADN de ce chromosome, mesu- 
rée en cytométrie. Il est probable que d’autres chromosomes 
d'organismes eucaryotes contiennent aussi une seule molécule 
d'ADN. 

La forme très allongée de l'ADN duplex (le diamètre de 
l'ADN-B n’est que de 20 À), ainsi que sa raideur relative, le ren- 
dent très fragile aux agressions mécaniques en dehors de l’envi- 
ronnement protecteur de la cellule. (Si l'ADN de Drosophila 
visualisé sur la Fig. 5-20 était agrandi pour lui donner le dia- 
mètre d’un spaghetti — soit 500 000 fois -, il aurait 6 km de long 
et posséderait certaines propriétés mécaniques de ce spaghetti 
avant cuisson !). Les forces hydrodynamiques produites par les 
manipulations courantes en laboratoire, telles que mélanges, agi- 
tation, pipettages, brisent l'ADN en morceaux relativement petits. 
L'isolement d'une molécule intacte d'ADN exige donc des pré- 
cautions extrêmes. Avant 1960, les masses moléculaires mesurées 
de l'ADN extrait ne dépassaient pas 10 millions de daltons (envi- 
ron 15 kb, où 1 kb = 1 kilobase-pairée = 1000 bp). Par contre, 
des fragments d'ADN d'une masse moléculaire assez uniforme, 
descendant jusqu'à quelques centaines de pb, peuvent être pro- 
duits en contrôlant les fréquences de cassures (dégradation par 
cisaillement), notamment par pipettage répété, par le passage 
dans un broyeur à haute vitesse, et par l'exposition à des ultra- 
sons de forte intensité et de haute fréquence, procédé appelé 
«sonication ». 


4 M EXPRESSION DES GÈNES ET 
RÉPLICATION : VUE D'ENSEMBLE 


Comment les gènes fonctionnent-ils, c'est-à-dire comment déter- 
minent-ils la synthèse d'ARN et de protéines, et comment se répli- 
quent-ils ? Les réponses à ces questions resortissent à la discipline 
appelée biologie moléculaire. En 1958, Francis Crick résuma, en 
une formule choc, les relations entre l'ADN, l'ARN et les pro- 
téines dans un schéma logique qu'il appela le dogme central de 
la biologie moléculaire : l'ADN dirige sa propre réplication et sa 


TABLEAU 5-2 Tailles de quelques molécules d'ADN 


Organisme 

Viruses 

Polyome SV40 

Bactériophage À 

Bactériophages T2, T4, T6 

Variole de la poule 

Bactéries 

Mycoplasma hominis 

Escherichia coli 

Eucaryotes 

Levure (pour 17 chromosomes haploïdes) 
Drosophile (pour 4 chromosomes haploïdes) 
Homme (pour 23 chromosomes haploïdes) 

Un Dipneuste (pour 19 chromosomes haploïdes) 
*kb = kilonarres de bases = 1000 paires de bases (pb) 


Nombre de paires 
de bases (kb}* Longueur (um) 
5,2 1,7 

48.6 17 

166 55 

280 193 

760 260 

4 600 1 600 

12 000 4 100 

180 000 61 000 

3 200 000 1 100 000 

102 000 000 35 000 000 
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FIGURE 5-21 Le dogme central de la biologie moléculaire. Les 
flèches en trait plein indiquent les types de transferts d'information géné- 
tique qui ont lieu dans toutes les cellules. Des transferts particuliers sont 
indiqués par les flèches en poinullés : l'ARN polymérase ARN-dépen- 
dunte se trouve dans certains virus à ARN et dans certaines plantes (on 
n'en connait pas le rôle) ; l'ADN polymérase ARN-dépendante (ou 
transcripiuse réverse) se trouve dans d'autres virus à ARN (les rétrovi- 
us} la synthèse directe de protéines par traduction d'ADN n'est pas 
connue mais n'est pas forcément impossible. Cependant, les flèches man- 
quamtes sont des transferts d'information dont le dogme central dit qu'ils 
sont impossibles : des protéines spécifiant la synthèse d'ADN, d'ARN ou 
de protéines. En d'autres termes, les protéines ne peuvent être que les 
destinataires de l'information génétique. [D'après Crick F., Nature 227, 
562 (1970,.] 


transcription en ARN qui, à son tour, dirige sa traduction en pro- 
réines (Fig. 5-27). Ici, le terme « transcription » indique que l'in- 
formation passe de l'ADN à l'ARN dans la même langue, celle de 
la séquence des bases ; le terme « traduction » signifie que lorsque 
l'information passe de l'ARN aux protéines, il y a changement de 
langue vers celle de la séquence en acides aminés (Fig. 5-22). La 
machinerie chargée de réaliser de manière coordonnée et avec une 
haute fidelité l'expression des gènes et la réplication de l'ADN 
occupe une partie importante de la cellule. Ce sont ces tâches com- 
plexes que nous résumons ci-dessous de façon à faire comprendre 
la technologie de l'ADN recombinant (Section 5-5), Cette matière 
sera traitée en détail aux Chapitres 29 à 34. 
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FIGURE 5-22 L'expression des gènes, Un brin d'ADN dirige la syn- 
thèse d'ARN ; c'est la transcription. La séquence des bases de cet ARN 
est complémentaire de celle du brin d'ADN. La traduction des ARN 
messagers (ARNm) implique l'alignement d'ARN de transfert (ARNt) 
avec l'ARNm par l’appariement des bases complémentaires de segments 
de trois nucléotides appelés codons. Chaque type d'ARNt porte un acide 
aminé particulier, Ces acides aminés sont alors unis par liaison covalente 
sur le ribosome pour former un polypeptide. Ainsi, la séquence des bases 
dans l'ADN détermine celle des acides aminés dans les protéines. 


A. Synthèse de l'ARN : la transcription 


L'enzyme qui catalyse la synthèse de l'ARN est l'ARN polymé- 
rase, Elle assure le couplage, dirigé par l'ADN, des nucléosides 
triphosphates (NTP), à savoir l’adénosine triphosphate (ATP), 
la cytidine triphosphate (CTP), la guanosine triphosphate 
(GTP) et l'uridine triphosphate (UTP) dans une réaction qui 
libère l'ion pyrophosphate P,0f : 


(ARN), sue + NTP — (ARN), ; à résidus + 30% 


La synthèse de l'ARN progresse par étapes dans la direction 5° — 
3' de sorte que tout nouveau nucléotide s'accroche au groupe 
3'-OH libre de la chaîne d'ARN en croissance (Fig. 5-23), L'ARN 
polymérase sélectionne ce nucléotide à la condition qu'il forme 
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FIGURE 5-24 Fonction de la bulle de transcription. Dans la région en 
cours de transcription, la double hélice de l'ADN est déroulée sur un tour 
environ pour permettre au brin sens de l'ADN de former un court seg- 
ment hybride ADN-ARN double hélice avec l'extrémité 3° de l'ARN 
néo-synthétisé, Au fur et à mesure que l'ARN polymérase progresse le 


une paire de bases Watson-Crick avec le brin d'ADN qui est trans- 
crit, la chaîne matrice (une seule des deux chaînes de l'ADN 
double brin est transcrite à la fois). En effet, en se déplaçant le long 
de l'ADN qu'elle transcrit, l'ARN polymérase sépare un court seg- 
ment (-10 pb) de ses deux brins pour donner une « bulle de trans- 
cription », ce qui permet à cette partie de la chaîne matrice de for- 
mer transitoirement avec l'ARN en voie de synthèse un court 
hybride ADN-ARN en double hélice (Fig. 5-24). Une telle hélice, 
tout comme l'ADN double brin, comporte deux chaînes antiparal- 
lèles; la chaîne matrice d'ADN est donc lue dans la direction 
3" 5". 

Toutes les cellules contiennent de l'ARN polymérase, Chez 
les bactéries, un seul type de cette enzyme catalyse la synthèse 
de quasi tous les ARN cellulaires. Certains virus ont des ARN 
polymérases qui ne synthétisent que les ARN spécifiques du 
virus. Les cellules eucaryotes contiennent quatre ou cinq types 
d'ARN polymérases qui synthétisent chacune une classe diffé- 
rente d'ARN. 


a. L'initiation de la transcription est contrôlée très 
précisément 

La chaîne matrice de l'ADN contient des sites de contrôle. Il 
s'agit de séquences particulières de bases qui déterminent l’en- 
droit où l'ARN polymérase commence à transcrire (là où, sur 
l'ADN, les deux premiers nucléotides de l'ARN sont couplés), 
ainsi que la fréquence à laquelle l'ARN polymérase y démarre 
la transcription. Des protéines particulières, dites activateurs ou 
répresseurs chez les procaryotes, et facteurs de transcription 
chez les eucaryotes, se lient à ces sites de contrôle ou à d'autres 
protéines qui font de même, et stimulent (ou inhibent) ainsi l'ini- 
tiation de la transcription par l'ARN polymérase. Dans le cas 
d'ARN qui codent des protéines, les ARN messagers (ARNm), 
ces sites de contrôle précèdent le site d'initiation (on les dit «en 
amont » de celui-ci par rapport à la direction du déplacement de 
l'ARN polymérase). 

C'est principalement la fréquence d'initiation de la synthèse 
d'un ARNm qui détermine la vitesse à laquelle la protéine qu'il 
code sera synthétisée, ou même si elle le sera. Chez les proca- 
ryoles, cette fréquence est contrôlée de façon relativement simple. 
Ainsi, pour initier la transcription, et c'est le cas de nombreux 
cènes procarvotes_ il suffit aue l'ARN nolvmérace «e lie à une 


long de La matrice d'ADN (ici vers la droite), l'ADN se déroule en avant 
de l'extrémité 3° de l'ARN en formation et se réenroule derrière elle, 
provoquant ainsi le détachement de l'ARN néo-synthétisé du brin matrice 
(antisens). 


séquence, appelée promoteur, en amont du site d'initiation. 
Cependant, tous les promoteurs ne sont pas égaux à cet égard : la 
fréquence d'initiation est plus grande pour les promoteurs dits effi- 
caces que pour d'autres dont la séquence est à peine différente. 
Donc, la fréquence de transcription d'un gène dépend de la 
séquence du promoteur qui lui est associé. 

Chez les procaryotes, la fréquence d'initiation de la trans- 
cription peut être contrôlée de manière plus complexe, C'est le 
cas de l'opéron lac chez E. coli, un groupe de trois gènes suc- 
cessifs (Z, Ÿ et A), qui codent des protéines requises pour le 
métabolisme du lactose (un sucre) par la bactérie (Section 11- 
2B). En absence de lactose, une protéine appelée répresseur lac 
se lie spécifiquement à un site de contrôle, appelé opérateur, 
dans l'opéron lac (Section 31-3B). Ceci empêche l'ARN poly- 
mérase d'initier la transcription des gènes de l’opéron lac 
(Fig. 5-25a), ce qui arrête la synthèse de protéines inutiles. 
Lorsque le lactose devient disponible, le métabolisme de la bac- 
térie en convertit une petite quantité en allolactose (un autre 
sucre). Celui-ci, appelé inducteur, se lie spécifiquement au 
répresseur lac, ce qui provoque la dissociation de ce dernier de 
l'ADN de l'opérateur, permettant ainsi à l'ARN polymérase 
d'initier la transcription des gènes de l'opéron lac (Fig. 5-25b). 

Chez les eucaryotes, les sites de régulation de l'initiation de 
la transcription peuvent être répartis sur de grandes distances et 
localisés parfois très loin (jusqu'à plusieurs dizaines de kb; Sec- 
tion 34-3) du site d'initiation. De plus, la machinerie transcrip- 
tionnelle qui interagit avec ces sites et provoque ainsi l'initiation 
de la transcription par l'ARN polymérase est d’une extrême com- 
plexité et peut comprendre une cinquantaine de protéines ; Sec- 
tion 34-3. 


b. La terminaison de la transcription est un processus 
relativement simple 


L'endroit de la chaîne matrice d'ADN où l'ARN polymérase 
termine la transcription et libère l'ARN complètement synthétisé 
est déterminé par la séquence de bases de cette région. Cependant, 
le contrôle de cette étape joue rarement un rôle dans la régulation 
de l'expression génique. De fait, la machinerie cellulaire impliquée 
ici est beaucoup plus simple que celle de l'initiation de la trans- 
enption (Section 31.2) 
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FIGURE 5-25 Contrôle de la transcription de l'opéron lac. (a) En 
l'absence d'un inducteur tel que l'allolactose, le répresseur lac se lie à 
l'opérateur (0), empêchant ainsi l'ARN polymérase de transcrire les 
gènes Z, Y et À de l'opéron lac, (b) Après liaison de l'inducteur, le 
répresseur lac se dissocie de l'opérateur, ce qui permet à l'ARN polymé- 
rase de se lier au promoteur (P) et de transcrire les gènes Z, Ÿ et A. 


c. L'ARN des eucaryotes subit des modifications post- 

transcriptionnelles 

Chez les procaryotes, la majorité des ARNm sont traduits 
comme tels. Chez les eucaryotes, au contraire, la plupart des pro- 
duits de transcription ne deviennent fonctionnels que moyennant 
d'importantes modifications post-transcriptionnelles. Pour les 
ARNm, celles-ci comprennent l'addition enzymatique, du côté 5” 
de l'ARN, d'une « coiffe » contenant une 7-méthylguanosine, et du 
côté 3° de l'ARN, d'une «queue» d'environ 250 nucléotides 
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FIGURE 5-26 Maturation post-transcriptionnelle des ARNm euca- 


ryotes. La plupart des produits primaires de transcription ne deviennent 
fonctionnels que moyennant des modifications covalentes ultérieures, 
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d'acide polyadénylique [poly(A)]. Cependant, la modification la 
plus frappante de la plupart des transcrits eucaryotes est l'épis- 
sage. Au cours de ce processus, un ou plusieurs fragments d'ARN, 
souvent très longs, appelés introns (séquences intercalées) sont 
découpés de l'ARN et les exons (séquences exprimées) restants 
sont reliés dans l'ordre pour donner l'ARNm mature (Fig. 5-26; 
Section 31-4A). Ainsi, plusieurs ARNm différents peuvent être 
issus d’un même gène par sélection de différents sites d'initiation 
de la trancription et (ou) d'épissage, ce qui permet la production 
de protéines distinctes, souvent histo-spécifiques (Section 34-3C). 


B. Synthèse des protéines : la traduction 


Les polypeptides sont synthétisés, sous la direction des ARNm 
correspondants, par les ribosomes, organites présents en grand 
nombre dans le cytosol et composés pour deux tiers d'ARN et pour 
un tiers de protéines; leur masse moléculaire est d'environ 
2500 kD chez les procaryotes et 4200 kD chez les eucaryotes. Les 
ARN ribosomiaux (ARNr), et il en existe plusieurs types, sont 
transcrits sur une matrice d'ADN tout comme les autres classes 
d'ARN. 


a. Les ARN de transfert présentent les acides aminés aux 

ribosomes 

Les ARNm consistent essentiellement en groupes consécutifs 
de trois nucléotides appelés codons, dont chacun (mais nous ver- 
rons des exceptions) spécifie un acide aminé particulier. Cepen- 
dant, ces codons ne lient pas les acides aminés. En fait, sur le ribo- 
some, ils lient spécifiquement des ARN de transfert (ARNI) qui 
sont unis par lien covalent à l'acide aminé correspondant 
(Fig. 5-27), Un ARNt comprend -76 nucléotides (d'où une masse 
et une complexité structurale comparables à celles d'une protéine 
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FIGURE 5-27 L'ARN de transfert (ARNt) sous sa forme en « feuille 
de trèfle». Son résidu d'acide aminé lié par covalence forme un amino- 
acyl-ARNt (en-haut) et son anticodon (en bas), un segment de trois 
murléneidlos c'annaris aune Le radin comnllmantaine de l'ADN mandlans 
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FIGURE 5-28 Représentation schématique du mécanisme de la tra- 
duction. Le ribosome lie un ARNm et deux ARNI et facilite leur associa- 
tion spécifique par des interactions codon-anticodon consécutives. Le site 
ribosomial de liaison le plus proche de l'extrémité 5° de I'ARNm lie un 
peptidyl-ARNt (l'ARNt auquel la chaîne polypeptidique en croissance 
est rattachée par liaison covalente, à gauche) et est donc appelé site P, 
tandis que le site plus proche de l'extrémité 3° lie un aminoacyl-ARNt (à 


de taille moyenne) et contient une séquence de trois nucléotides, 
son anticodon, lequel est complémentaire au(x) codon(s) qui spé- 
cifie(nt) l'acide aminé lié à cet ARNI (voir ci dessous). Sous l'ac- 
tion d'une enzyme qui reconnaît spécifiquement à la fois l'ARNt 
et l'acide aminé (voir ci dessous), ce dernier est lié de façon cova- 
lente à l'extémité 3° de l'ARN correspondant pour former un ami- 
noacyl-ARNt (on parle de «charge» de l'ARN). Pendant la 
traduction, l'ARNm défile à travers le ribosome de sorte que 
chaque codon, tout à tour, lie l'aminoacyl-ARNt correspondant 
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FIGURE 5-29 Formation de La liaison peptidique R,,= CH 
sur le ribosome, Le groupe amino de l'aminoacyl- | 
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site P, formant ainsi une nouvelle liaison peptidique et l 
transférant le polypeptide naissant sur l'ARNt du 


droite) et est donc appelé site A. Le ribosome catalyse le transfert du 
polypeptide, à partir du peptidyl-ARNt sur l'aminoncyl-ARNt, ce qui 
forme un nouveau peptidyl-ARNt dont la chaîne polypeptidique possède 
un résidu de plus à son extrémité C-terminale, L'ARNt déchargé est 
éjecté du site P et le peptidyl-ARNt, ainsi que l'ARNm qui lui est asso- 
cié, passent du site À au site P, ce qui permet au codon suivant de lier, 
sur le site À, l'aminoacyl-ARNt correspondant, 


(Fig. 5-28). Au cours de la traduction, le ribosome transfère le 
résidu d'acide aminé de l'ARN sur l'extrémité C-terminale de la 
chaîne polypeptidique en formation (Fig. 5-29). Ainsi, la crois- 
sance du polypeptide se fait de l'extrémité N-terminale vers l'ex- 
trémité C-terminale. 


b. Le code génétique 
La correspondance entre la séquence des bases d'un codon et 
le résidu d'acide aminé qu'il spécifie est connue sous le nom de 
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code génétique (Tableau 5-3). Sa quasi universalité chez tous les positions d'un codon, ce qui donne 4° = 64 codons possibles. 
êtres vivants fournit un argument de poids pour dire que la vie sur Parmi ceux-ci, 61 spécifient des acides aminés (dont il n'y a que 
Terre remonte à un ancêtre commun et permet, par exemple, de 20 types différents dans les protéines). Les trois codons restants, 
faire exprimer des gènes humains par £. coli (Section 5-5G). Cha-  UAA, UAG et UGA sont des codons stop qui donnent au ribo- 
cune des quatre bases U, C, A et G peut occuper chacune des trois some l'ordre d'arrêter la synthèse du polypeptide et de libérer 


ne 
TABLEAU 5-3 _ Le code génétique « standard »* 0 
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l'ARNm. Tous les acides aminés sauf deux (Met et Trp) sont spé- 
cifiés par plus d’un codon et trois (Leu, Ser et Arg) le sont par six 
codons. Selon un terme emprunté aux mathématiques (lorsqu'un 
élément correspond à plusieurs valeurs différentes) le code géné- 
tique est dit « dégénéré ». 

Notez que le tableau du code n'est pas le fait du hasard. La plu- 
part des codons, dits synonymes, qui spécifient un même acide 
aminé occupent la même case dans le Tableau 5-3, c'est-à-dire 
qu'ils ne différent que par le troisième (en 3°} nucléotide, De plus, 
la plupart des codons qui spécifient un acide aminé non polaire ont 
un G en première position et (ou) un U en deuxième position 
(Tableau 5-3). 

Un ARNt peut reconnaître jusqu'à trois codons synonymes 
parce que la base en 5° d’un codon et la base en 3° de l’anticodon 
correspondant n'interagissent pas nécessairement par appariement 
de Watson-Crick (Section 32-2D; rappelez-vous que le codon et 
l'anticodon s'associent de manière antiparallèle pour former un 
court segment d'ARN double brin). Ainsi, certaines cellules pos- 
sèdent bien moins que les 61 ARNt qui seraient requis pour un 
assortiment 1:1 avec les 61 codons qui spécifient des acides ami- 
nés, bien qu'en fait certaines cellules comptent jusqu'à 150 types 
différents d'ARNt. 


c. Les ARNI lient les acides aminés sous l’action des 

aminoacyl-ARNt synthétases 

Lorsqu'il synthétise un polypeptide, le ribosome ne reconnaît 
pas l'acide aminé lié à un ARNt, mais bien si l'anticodon de ce 
dernier se lie au codon de l'ARNm (l'anticodon et l'acide aminé 
sur un ARNt chargé sont en réalité assez éloignés l'un de l'autre, 
comme le montre la Fig. 5-27). Une traduction fidèle requiert donc 
deux étapes critiques, la charge du bon acide aminé sur l'ARN et 
la reconnaissance correcte du codon par l'anticodon correspon- 
dant. Les enzymes qui catalysent la première de ces étapes sont les 
aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS). Une cellule typique 
contient 20 aaRS, une pour chaque acide aminé. Dès lors, une 
aaRS donnée chargera tous les ARNt qui possèdent un codon spé- 
cifiant son acide aminé. Cette aaRS (et il en est de même des 
autres) doit donc pouvoir distinguer ces ARNt de tous les autres 
présents dans la cellule, malgré leur grande similitude physique et 
structurale. La plupart des aaRS le font par reconnaissance de l’an- 
ticodon de l'ARNt correspondant ; certaines reconnaissent plutôt 
d'autres sites sur les ARNt en question. 


d. La traduction débute à un codon AUG particulier 


Les ribosomes lisent les ARNm dans la direction 5° — 3° (de 
« l'amont » vers « l'aval »), Le codon d'initiation est AUG, lequel 
spécifie un résidu Met. Cependant, l'ARNt qui reconnaît ce codon 
d'initiation n'est pas du même type que celui qui présente aux 
ribosomes les résidus Met internes du polypeptide, bien que ces 
deux types d'ARNt soient chargés par la même méthionyl-ARNt 
synthétase (MetRS). 

Pour qu'un polypeptide soit synthétisé selon la séquence cor- 
recte en acides aminés, il est essentiel que le ribosome maintienne 
le registre entre l'ARNm et les ARNt qui se présentent, c'est-à- 
dire, la phase de lecture (ou cadre de lecture) correcte, Comme le 
montre la Fig. 5-30, un décalage d'un seul nucléotide le long d'un 
ARNm provoauera la svnthèse d'un polvnentide complètement 
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FIGURE 5-30 Cadres (ou phases) de lecture des nucléotides. Un 


ARNm pourrait être lu dans chacun des trois cadres de lecture possibles, 
chacun conduisant à un polypeptide différent. 


différent en aval de ce décalage. Ainsi, le codon d'initiation de la 
traduction AUG détermine également la phase de lecture du poly- 
peptide. Or, AUG spécifie aussi les résidus Met internes ; de plus, 
un ARNm est susceptible de contenir plusieurs AUG dans des 
phases de lecture différentes. Comment, parmi ceux-ci, le ribo- 
some choisit-il le codon d'initiation ? Chez les procaryotes, le ribo- 
some identifie le codon d'initiation grâce à une séquence particu- 
lière de l'ARNm située juste en 5’ de ce codon, donc dans la 
région non codante, Chez les eucaryotes, le codon d'initiation est 
généralement le premier AUG rencontré en aval de la coiffe située 
à l'extrémité 5’ de l'ARNm. 


e. Les ARNm des procaryotes ont une demi-vie courte 


Chez les procaryotes, la transcription et la traduction se passent 
dans le même compartiment cellulaire, le cytosol (Figs. 1-2 et 
1-13). Ceci permet aux ribosomes de s'attacher à l'extrémité 5’ des 
ARNm avant même que leur synthèse soit terminée et de com- 
mencer à en traduire le polypeptide correspondant. Ceci est essen- 
tiel car l'extrémité 5’ d’un ARNm peut être dégradée alors que 
l'extrémité 3° n’est pas encore transcrite, En effet, la demi-vie 
moyenne des ARNm des procaryotes n'est que de 1 à 3 minutes en 
raison de leur dégradation hydrolytique par des enzymes appelées 
nucléases. Ce renouvellement rapide des ARNm permet aux pro- 
caryotes de réagir en quelques minutes aux modifications de leur 
environnement en synthétisant de nouvelles protéines adéquates 
(pour rappel, les procaryotes se sont adaptés à survivre malgré des 
fluctuations rapides dans la disponibilité en nutriments; Sec- 
tion 1-2), 

Les eucaryotes, au contraire, mènent une existence plus 
sédentaire. Leurs ARN sont transcrits dans le noyau et c'est là 
qu'ils subissent les modifications post-transcriptionnelles, alors 
que les ribosomes se trouvent dans le cytosol où a lieu la tra- 
duction (Fig. 1-5). Les ARNm matures doivent donc être trans- 
portés du noyau vers le cytosol pour y être traduits. Par consé- 
quent, la demi-vie des ARNm des eucaryotes peut atteindre 
plusieurs heures. 
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f. Les protéines subissent des modifications post- 
traductionnelles et sont dégradées 

Les polypeptides néo-synthétisés doivent souvent être modi- 
fiés après traduction afin d'assumer leur fonction. Pour beaucoup 
de protéines, le résidu Met N-terminal spécifié par le codon d'ini- 
tiation est enlevé par une protéase (enzyme qui catalyse la cou- 
pure hydrolytique des liaisons peptidiques) particulière. Les pro- 
téines subissent ensuite de nombreuses autres modifications 
chimiques de certains de leurs résidus, telles que clivage protéo- 
lytique, acylation, hydroxylation, méthylation et phosphorylation 
(Section 4-3A). De plus, les protéines des eucaryotes, mais pas 
celles des procaryotes, peuvent être l'objet d’une glycosylation 
(addition de polysaccharides) sur des sites spécifiques (Sections 
11-3C et 23-3B). En fait, les glycoprotéines (protéines ainsi gly- 
cosylées) sont la forme la plus courante des protéines des euca- 
ryotes et les groupes polysaccharidiques peuvent représenter 
90% ou plus de leur masse. 

Toutes les cellules possèdent plusieurs mécanismes pour dégra- 
der les protéines en acides aminés. La cellule peut ainsi éliminer 
les protéines endommagées ou anormales, détruire celles devenues 
inutiles, ou encore les utiliser comme nutriments. La durée de vie 
d'une protéine dans la cellule peut ne pas dépasser une fraction de 
minute, bien que la plupart se maintiennent pendant des jours, 
voire des semaines, du moins chez les eucaryotes. Les cellules sont 
donc des entités dynamiques qui renouvellent constamment la plus 
grande partie de leurs constituants, en particulier leurs ARN et 


leurs protéines. 


C. Réplication de l'ADN 


La réaction chimique qui assure la réplication de l'ADN 
(Fig. 5-31) est pratiquement identique à celle qui synthétise l'ARN 
(Fig. 5-23), sauf pour deux différences importantes : (1) les sub- 
strats sont les désoxynucléosides triphosphates (dNTP) et non les 
nucléosides triphosphates et (2) l'enzyme qui catalyse la réaction 
n’est pas l'ARN polymérase, mais bien l'ADN polymérase. Les 
propriétés de cette dernière entraînent une troisième différence 
majeure entre ARN et ADN pour ce qui concerne leur synthèse. 
Alors que l'ARN polymérase peut unir deux nucléotides sur une 
matrice d'ADN, l'ADN polymérase ne peut qu'allonger (dans la 


direction 5° — 3") un polynucléotide préexistant apparié par ses 
bases à la chaîne matrice d'ADN. Ainsi, contrairement à l'ARN 
polymérase qui peut mettre en route la synthèse d'ARN de novo, 
l'ADN polymérase requiert une amorce oligonucléotidique, 
qu'elle complètera. 


a. Les amorces sont constituées d'ARN 

Si l'ADN polymérase ne peut synthétiser l'ADN de novo, d'où 
viennent les amorces ? Le fait inattendu est qu'il s'agit d'ARN et 
non pas d'ADN. Chez E. coli, ces amorces ARN sont synthétisées 
soit par l'ARN polymérase (celle qui synthétise tous les ARN), soit 
par une ARN polymérase particulière appelée primase. C'est alors 
à l'ADN polymérase d'allonger l'amorce ARN, qui sera ensuite 
enlevée et remplacée par de l'ADN, comme expliqué ci-dessous. 
Cette complexité supplémentaire dans la synthèse d'ADN aug- 
mente la fidélité de sa réplication. La cellule produit de très nom- 
breuses copies d'un ARN donné et peut donc tolérer une erreur 
occasionnelle dans la synthèse d'une molécule. Au contraire, lors 
de la synthèse de l'ADN, qui est le dépositaire de l'information 
génétique, une seule erreur est une mutation qui peut être trans- 
mise à tous les descendants de cette cellule, Etant donné qu'une 
paire de bases Watson-Crick est partiellement stabilisée par les 
paires de bases voisines (une interaction coopérative), les pre- 
mières paires de bases formées dans un polynucléotide néo-syn- 
thétisé seront moins stables que les paires de bases formées ulté- 
rieurement, Un appariement erroné touchera donc plus 
probablement les premières que les dernières paires de bases 
incorporées. Une amorce constituée d'ADN ne pourrait être dis- 
tinguée du reste de l'ADN pour être remplacée par de l'ADN cor- 
rectement synthétisé. Une amorce ARN, quant à elle, peut être 
facilement identifiée et remplacée. 


b. Les deux brins d'ADN se répliquent de manière 
différente 
Il existe une quatrième différence dans les mécanismes de syn- 
thèse entre ARN et ADN. Alors que la transcription de l'ADN inté- 
resse un seul de ses deux brins à la fois, ses deux brins se répli- 
quent simultanément dans la plupart des cas. Cette réaction de 
déroule à la fourche de réplication, là où se séparent les deux 
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FIGURE 5-32 Réplication de l'ADN duplex chez E. coli. (a) Les deux 
molécules d'ADN polymérase sont associées dans la fourche de réplica- 
tion ; de plus, l'ADN polymérase ne peut synthétiser l'ADN que de 5” 
vers 3”, Dès lors, le brin avancé est synthétisé de manière continue, tan- 
dis que le brin retardé est synthétisé de manière discontinue, par seg- 
ments. (b) La raison en est que la matrice du brin retardé ne peut être 
copiée que si elle fait une boucle pour défiler dans la direction 3°-5’ 
devant l'ADN polymérase. Ainsi, lorsque l'ADN polymérase en train de 
synthétiser le brin retardé rencontre le segment de ce brin synthétisé anté- 
nieurement, elle libère la matrice de ce brin puis s’y réassocie plus en 
amont, pour allonger l'amorce ARN suivante. 
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brins de l'ADN parental et où sont synthétisés les deux brins fils 
(Fig. 1-17), chacun par une molécule différente d'ADN polymé- 
rase. Une de ces molécules copie de façon continue le brin paren- 
tal qui est orienté dans la direction 3° — 5" à partir de la fourche 
de réplication et synthétise ainsi, dans la direction 5° — 3, le brin 
fils, appelé brin avancé. Cependant, la deuxième molécule 
d'ADN polymérase, située elle aussi dans la fourche de réplica- 
tion, synthétise également l'ADN dans la direction 5° — 3', et doit 
se déplacer avec la fourche. Dans ce cas, comment peut-elle copier 
le brin parental qui, lui aussi, est orienté dans la même direction 
5'— 3° à partir de la fourche de réplication ? La réponse est que 
cette deuxième molécule d'ADN polymérase synthétise le brin dit 
retardé de façon discontinue, par fragments ((Fig. 5-32a). Pour ce 
faire, elle se lie à une boucle formée par la matrice du brin retardé 
de manière à allonger dans la direction 5° — 3° l'amorce ARN 
néo-synthétisée (Fig. 5-32b ; elle se déplace ainsi dans la direction 
opposée) jusqu'à ce qu'elle rencontre l'amorce synthétisée anté- 
rieurement. L'ADN polymérase quitte alors la matrice du brin 
retardé pour s'y attacher à nouveau en amont de sa position pré- 
cédente et y allonger l'amorce ARN suivante, Le brin retardé est 
donc synthétisé de manière discontinue et le brin avancé, de 
manière continue. Chez E. coli, la synthèse des amorces du brin 
retardé est catalysée par la primase, qui accompagne la fourche de 
réplication (Fig. 5-32b), tandis que celle des amorces du brin 
avancé, forcément beaucoup plus rare, est la plus efficace lorsque 
la primase et l'ARN polymérase sont toutes deux présentes. 


c. La synthèse du brin retardé requiert plusieurs enzymes 


Il existe chez E. coli deux types d'ADN polymérases, Pol III 
et Pol I, qui sont essentielles à sa survie. Pol HI est l'ADN répli- 
cace. celle aui svnthétise les brins avancés et la nlunart des hrine 


retardés. Pol I, quant à elle, enlève les amorces ARN et les rem- 
place par de l'ADN. En effet Pol I est non seulement une ADN 
polymérase, mais aussi une exonucléase 5’ —> 3° (enzyme qui 
détache par hydrolyse un ou plusieurs nucléotides de l'extrémité 
d'un polynucléotide, plutôt que le cliver à un site interne). Pour 
exercer cette deuxième activité, Pol I se lie au niveau de cassures 
simple brin (là où deux nucléotides successifs ne sont pas réunis 
par liaison covalente, comme du côté 5” d'une amorce ARN après 
synthèse du fragment du brin retardé), Pol I enlève alors au brin 
interrompu un fragment de 1 à 10 nucléotides dans la direction 
5’ — 3° à partir de la cassure (Fig. 5-33). Les activités ADN poly- 
mérase et exonucléase 5’ —> 3° de Pol I s’exercent de concert, de 
sorte que l'enlèvement de l'amorce ARN par l'activité exonucléase 
5° — 3' s'accompagne de son remplacement par de l'ADN 
(Fig. 5-34), 
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FIGURE 5-33 Fonction exonucléase 5’ —> 3° de l'ADN polymérase L 
Certe activité enzymatique excise au moins 10 nucléotides à partir de l'ex- 
trémité 5° d'une cassure simple brin. Le nucléotide situé juste après la cas- 
sure (maruué X\ peut être annarié où non. 


ADN polymérase 1 
ion pyrophosphate 


3 5° 
+ 


ADN INT 
néosynthétisé _\ / À / 
Ribonucléotides 


FIGURE 5-34 Remplacement des amorces ARN par de l'ADN lors 
de la synthèse du brin retardé. Chez E. coli, l'amorce ARN à l'extré- 
mité 5’ du segment d'ADN néo-synthétisé est enlevée sous l'action exo- 
nucléase 5’ — 3° de l'ADN polymérase 1, et est remplacée par de l'ADN 
sous l'action ADN polymérase de l'enzyme., 


La synthèse du brin avancé se termine par le remplacement de 
l'unique amorce ARN par de l'ADN. Quant à celle du brin retardé, 
elle n'est complète qu'après soudure des cassures qui séparent les 
innombrables fragments synthétisés de manière discontinue. Cette 
tâche revient à une enzyme distincte, l'ADN ligase, qui établit une 
liaison covalente entre les groupes 3'-OH et 5'-phosphate voisins 
(Fig. 5-35). 


d. Les erreurs de séquence dans l'ADN peuvent être 

corrigées 

Chez E. coli, l'ARN polymérase commet des fautes à raison 
d'environ 1 base erronée pour 10* nucléotides transcrits. Par 
contre, l'ADN néo-synthétisé ne contient qu'une erreur pour 10° à 
10!° pb. Comme nous l'avons vu, l'usage d'amorces ARN mini- 
mise le risque de fautes dans la synthèse du brin retardé. Cepen- 
dant, la raison principale du caractère extraordinairement fidèle de 
la réplication est que Pol I et Pol III ont toutes deux une activité 
d'exonucléase 3° —> 5’. Cette activité dégrade, à raison d’un 


FIGURE 5-35 Fonction de l'ADN ligase. L'ADN ligase répare les cas- 
sures simple brin dans l'ADN duplex. L'énergie de cette réaction est 
Couenie nar l'hvdrolves de L'ATP où d'un comnasé eimilaire 
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une éxonuclease 


FIGURE 5-36 Fonction exonucléase 3° — 5’ de l'ADN polymérase 1 
et de l'ADN polymérase LIL, Chez E. coli, cette activité enzymatique 
excise les nucléotides mésappariés à partir de l'extrémité 3° du brin crois- 
sant d'ADN. 


nucléotide à la fois, l'extrémité 3° néosynthétisée du brin fils 
(Fig. 5-36), ce qui annule la réaction de polymérisation. La fonc- 
tion d'exonucléase 3° — 5’ de ces polymérases est activée par le 
mésappariement de bases. Ceci permet la correction des fautes 
éventuellement commises par la fonction de polymérase de ces 
enzymes et augmente de façon singulière la fidélité de réplication. 
Outre ces mécanismes de correction par Pol I et Pol III, toutes les 
cellules possèdent d'ailleurs une batterie d'enzymes capables de 
détecter et de corriger les erreurs résiduelles dans la réplication, de 
même que les dommages subis par l'ADN suite à l'action d'agents 
tels que les radiations UV et les mutagènes (substances qui 
endommagent l'ADN en réagissant chimiquement avec lui), ainsi 
que par hydrolyse spontanée. Chez E. coli, c'est Pol 1 qui catalyse 
le remplacement des fragments d'ADN excisés part ces enzymes. 


5 M LE CLONAGE MOLÉCULAIRE 


Une des difficultés majeures dans presque tous les domaines de 
recherche en biochimie est d'obtenir des quantités suffisantes de la 
substance étudiée. Par exemple, un volume de culture liquide de 
E. coli de 10 litres, poussé à son titre maximum de 10! cellules par 
mL, contient au plus 7 mg d'ADN polymérase I, et beaucoup de 
protéines cellulaires sont présentes en quantités bien moindres. Il 
est rare que plus de la moitié de la quantité d'une protéine présente 
dans le matériel biologique puisse être préparée jusqu'à purifica- 
tion (Chapitre 6). Les protéines extraites de cellules eucaryotes sont 
souvent plus difficiles à préparer encore, car beaucoup de tissus 
d'eucaryotes, qu'ils proviennent directement d'un organisme entier 
ou qu'ils soient cultivés in vitro, ne sont disponibles qu'en petites 
quantités. Pour ce qui concerne l'ADN, la culture ci-dessus de 10 
litres d'E. coli contiendrait environ 0,1 mg de chaque kb d'ADN 
chromosomique. C'est une longueur suffisante pour y trouver un 
gène procaryote. Cependant, la purification d'un fragment précis, 
en présence du reste de l'ADN (qui comprend 4,6 millions de pb), 
est une tâche quasi impossible. Ces difficultés ont été surmontées 
par la mise au point des techniques de clonage moléculaire (par 
analogie avec le clone, qui est un ensemble d'organismes iden- 
tioues provenant d'un seul ancêtre). Ces méthodes s'appellent aussi 
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génie génétique et technologie de l'ADN recombinant ; elles ont 
contribué de manière décisive aux énormes progrès de la biochimie 
et ont permis le développement rapide de la biotechnologie en tant 
qu'industrie, ceci depuis la fin des années 1970. 

L'idée de base du clonage moléculaire est d'insérer un segment 
d'ADN d'intérêt dans une molécule d'ADN à réplication auto- 
nome, appelée vecteur de clonage ou véhicule, de manière à ce 
que le segment d'ADN soit répliqué en même temps que le vecteur. 
Un tel vecteur chimérique (chimère est un terme issu de la 
mythologie grecque désignant un monstre à tête de lion, au corps 
de bouc et à queue de serpent) est ensuite cloné dans une cellule 
hôte (comme E. coli ou la levure) qui produit alors de grandes 
quantités du segment d'ADN inséré, Si un gène ainsi cloné est 
flanqué correctement par les séquences de régulation de la trans- 
cription et de la traduction, les cellules hôtes peuvent aussi pro- 
duire de grandes quantités de l'ARN et de la protéine codés par ce 
gène. Les techniques du génie génétique, dont la compréhension 
est requise pour celle de nombreuses expériences décrites dans ce 
traité, sont exposées dans cette section. 


A. Endonucléases de restriction 


Le clonage moléculaire exige qu'on puisse manipuler des frag- 
ments d'ADN de séquence bien précise. On utilise pour cela des 
enzymes appelées endonucléases de restriction. 


On sait que des bactériophages se propageant normalement sur 
une souche de E. coli telle que K12 peuvent présenter un taux d’in- 
fection négligeable (environ 0,001 %) sur une autre souche, dite B, 
de E. coli. Cependant, le peu de virions obtenus dans cette dernière 
souche se multiplient de manière efficace dans cette souche B et 
maintenant très peu dans la souche initiale K12. Il est clair que la 
souche B a modifié ces bactériophages. Quel est donc le méca- 
nisme moléculaire de cette modification de spécificité d’hôte ? 
Werner Arber a prouvé qu'il s'agit d'un mécanisme de restriction 
et de modification dans la bactérie hôte, constitué par deux 
enzymes, une endonucléase de restriction (on dit aussi enzyme 
de restriction: les endonucléases catalysent le clivage inteme 
hydrolytique des polynucléotides) et une méthylase de modifica- 
tion adaptée à l'endonucléase. Les endonucléases de restriction 
reconnaissent une séquence de bases spécifique portant sur 4 à 8 
bases de l'ADN duplex et y coupent les deux brins du duplex. Les 
méthylases de modification méthylent une base spécifique de cette 
même séquence ; pour l'adénine, au groupement amine, et pour la 
cytosine, soit en position 5, soit au groupement amine. 

L'enzyme de restriction ne coupe plus cette séquence lors- 
qu'elle a été méthylée. Un brin d'ADN fraîchement répliqué par la 
bactérie est ainsi protégé contre la dégradation, par la méthylation 
du brin matrice avec lequel il forme un duplex, et par sa propre 
méthylation avant la réplication suivante. Un tel système de modi- 
fication-restriction protège donc la bactérie contre l'incorporation 
d'ADN étranger, souvent viral, qui peut être reconnu et coupé par 
une enzyme de restriction, avant d'être dégradé complètement par 
les exonucléases bactériennes. Les ADN exogènes sont rarement 
modifiés de manière spécifique avant d'être reconnus comme sub- 
strats par les enzymes de restriction. Cependant, si un génome 
viral vient à être modifié correctement par un nouvel hôte, il peut 
se reproduire dans une cellule hôte du même type que celle où il 
a été modifié. Sa descendance ne sera dès lors plus modifiée de la 


manière qui lui permettait de se multiplier dans son hôte originel 
(lequel possède des systèmes de restriction-modification diffé- 
renis). 

On connaît trois types d'endonucléases de restriction. Les 
enzymes de restriction des Types I et HIT possèdent les activités 
endonucléase et méthylase sur la même molécule protéique. Les 
enzymes de restriction de Type 1 coupent l'ADN à un site sans 
doute aléatoire, localisé à 1 kb au moins de la séquence reconnue, 
tandis que pour les enzymes de Type III, les sites de reconnais- 
sance et de coupure ne sont distants que de 24 à 26 pb. Par contre, 
les enzymes de restriction de Type IL, découvertes par Hamilton 
Smith et Daniel Nathans à la fin des années 1960, sont distinctes 
de leur méthylases correspondantes. Elles coupent l'ADN à des 
sites spécifiques dans la séquence de reconnaissance ; cette pro- 
priété en a fait des outils biochimiques indispensables pour les 
« manipulations » de l'ADN. Dans ce qui suit, il ne sera question 
que des enzymes de restriction du Type II. 

On a caractérisé, à partir de nombreuses espèces bactériennes, 
plus de 3000 espèces d'enzymes de restriction de Type Il, pour 
environ 200 séquences distinctes. Quelques-unes parmi les plus uti- 
lisées sont présentées dans le Tableau 5-4. Une endonucléase de 
restriction est appelée par la première lettre, en majuscule, du genre 
de la bactérie qui la produit et par les deux premières lettres, en 
minuscules, de l'espèce, suivie par le type sérologique ou l'identi- 
fiant de la souche de bactérie, et le numéro en chiffres romains de 
l'enzyme si la bactérie possède plusieurs enzymes de restriction. 
Par exemple, EcoRI est produite par la souche RY 13 de E, coli. 


a. La plupart des enzymes de restriction reconnaissent des 
séquences d'ADN palindromiques 
La plupart des sites de reconnaissance des enzymes de restric- 
tion possèdent une symétrie d'ordre deux avec inversion, comme 
le montre le diagramme de la Fig. 5-37. Ces motifs s'appellent des 
palindromes. 
Un palindrome est un mot ou une phrase que l'on peut lire aussi bien 
de gauche à droite que de droite à gauche, comme la phrase « Esope 
reste ici el se repose ». 


De nombreuses enzymes de restriction, dont EcoRI (Fig. 5-37a), 
catalysent le clivage des deux brins à des positions qui sont éloi- 
gnées de manière symétrique par rapport au centre de la séquence 
de reconnaissance palindromique. Ceci génère des fragments pos- 
sédant des extrémités simple brin d'une longueur de un à quatre 
nucléotides, complémentaires les unes des autres. Les fragments 
de restriction avec de telles extrémités cohésives ou bouts col- 
lants peuvent s'associer par appariement avec d'autres fragments 
de restriction générés par la même enzyme de restriction. Certaines 
coupures spécifiques, comme celles dues à EcoRV (Fig. 5-37b), 
passent par l'axe de symétrie du palindrome et produisent ainsi des 
fragments complètement appariés, à extrémités franches. Si l'on 
considère qu'une base donnée a la probabilité 1/4 de se trouver à 
un site nucléotidique quelconque (en supposant que l'ADN pos- 
sède les quatre bases en proportions égales), une enzyme de res- 
triction dont le site de reconnaissance porte sur n paires de bases, 
produit en moyenne des fragments d'une longueur de 4" paires de 
bases. Ainsi, Alul (séquence de reconnaissance de 4 pb) et EcoRI 
(séquence de reconnaissance de 6 pb) devraient produire respecti- 
vement des fragments d'une longueur moyenne de 4° = 256 et 
4% = 4006 ph 
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TABLEAU 5-4 Séquence de reconnaissance et site de coupure de quelques enzymes 


de restriction du type II 

Enzyme Séquence de reconnaissance * Micro-organisme 

Alul AGLC#T Arthrobacter luteus 

BamHI GIGATC*C Bacillus amyloliquefaciens H 
Bgll GCCNNNNINGCC Bacillus globigii 

Bglll AÎGATCT Bacillus globigii 

EcoRI GLAA*TTC Escherichia coli RY13 
EcoRIl 1CC*()GG Escherichia coli R245 
EcoRV GAY*TJATC Escherichia coli J62 pLG74 
Haell RGCGCIY Haemophilus aegyptius 
Haëelll GGIC*C Haemophilus aegyptius 
HindItl A®LAGCTT Haemophilus influenzae R, 
Hpall CiC*GG Haemophilus parainfluenzae 
Mspl C*{CGG Moraxella species 

Psti CTGCA* IG Providencia stuartii 164 
Pvull CAGLCY*TG Proteus vulgaris 

Sail GITCGAC Streptomyces albus G 

Tagl TICGA* Thermus aquaticus 

Xhol CITCGAG Xanthomonas holcicola 


* La séquence de reconnaissance est donnée pour un seul brin, de 5’ en 3", Le site de coupure est marqué par une 
flèche vers le bas et la base modifiée, si elle est connue, est marquée d'un astérique (A* est la N°-méthyladénine et 
C* est la 5-méthylcytosine). R représente l’un ou l'autre nucléotide purique : Y, l'un ou l'autre nucléotide pyrimi- 


dique ; N l'un des quatre nucléotides. 


Source : Roberts S.J. et Macelis, D., REBASE., The restriction enzyme data base. htip://rebase.neb.com. 


b. Les cartes de restriction permettent de caractériser 

une molécule d'ADN 

Le traitement d'une molécule d'ADN par une endonucléase de 
restriction produit une série de fragments bien précis qui peuvent 
être séparés selon leur longueur sur un gel d'électrophorèse 
(Fig. 5-38). (Cette technique consiste à déposer des molécules 
chargées en haut d’une mince plaque d'un gel de polyacrylamide 
ou d’agarose et de les séparer en appliquant un champ électrique. 
Dans les conditions appropriées, les fragments d'ADN se dépla- 
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ic Ave de symétrie d'ordre deux 
FIGURE 5-37 Sites de restriction. Les séquences de reconnaissance des 
endonucléases de restriction (a) EcoRI et (b) EcoRV, avec leur symétrie 
d'ordre deux (palindromique), en rouge, et leurs sites de coupure 
(flèches), Noter que EcoRI donne des fragments d'ADN à bouts collants, 
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FIGURE 5-38 Électrophorèse, sur gel d'agarose, de fragments de 
restriction. Le plasmide pAgK84 d'Agrobacterium radiobacter a été 
digéré par (A) BamHI, (B) Psil, (C) Bell, (D) Haelll, (E) Hincll, 

(F) Sacl, (G) Xbal et (H) Hpal. La piste (1) contient les fragments de 
l'ADN du phage À digéré par HindIll, dont les longueurs connues ser- 
vent de référence. Les fragments d'ADN sont rendus ici visibles par fluo- 
rescence sur fond noir, [d'après Slota, LE., et Farrand, S.F,, Plasmid 8, 
1EN (100 Convriobhr 100% Aradamis Droce 1 
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FIGURE 5-39 Construction d'une carte de restriction. (a) Profils pré- 
sumés, en gel d'électrophorèse, des fragments d'un ADN obtenus avec 
Hindi, BamHI ou le mélange des deux. Les longueurs des différents 
fragments sont indiquées. (b) Carte de restriction de l'ADN, construite à 
partir des informations obtenues en a. Cette carte peut être présentée 
dans.les deux sens. Les nombre en vert indiquent les tailles (en kb) des 
fragments de restriction corespondants. 


cent en fonction de leur taille, les plus courts migrant plus rapi- 
dement. Pour un exposé plus complet, voir Section 6-4B). Les 
brins complémentaires peuvent ensuite être séparés par la dénatu- 
ration de l'ADN suivie d'une électrophorèse, ou par ultracentrifu- 
gation en gradient alcalin de CsCI (on se rappellera que l'ADN se 
dénature en conditions alcalines.) 

Un diagramme d’une molécule d'ADN avec indication des 
positions relatives des sites de coupure par différentes enzymes 
s'appelle une carte de restriction. Cette carte est construite, après 
avoir hydrolysé l'ADN avec deux enzymes de restriction ou plus 
(une à la fois ou en mélanges), en comparant les longueurs des 
fragments dans ces hydrolysats, obtenues par leurs mobilités élec- 
trophorétiques, et en référence à des standards de masse molécu- 
laire connue. Par exemple, considérons la molécule linéaire de 
4 kb, qui est coupée par BamHI et HindIII, seules ou en mélange, 
en fragments ayant les longueurs indiquées dans la Fig. 5-39a. 
L'information obtenue est suffisante pour en déduire les positions 
des sites de restriction dans la molécule intacte et pour construire 
la carte représentée dans la Fig. 5-39b. La carte de restriction du 
chromosome (5243 pb) du virus simien 40 (SV40) est présentée 
dans la Fig. 5-40. Les sites de restriction sont des repères phy- 
siques que l’on peut localiser facilement sur la molécule d'ADN. 
Les cartes de restriction constituent donc un mayen pratique pour 
localiser des séquences de bases précises sur un chromosome, ou 
bien pour estimer le degré de divergence entre deux chromosomes. 


FIGURE 5-40 Carte de restriction de l'ADN circulaire (5243 pb)de 
SV40. Le cercle central donne les coordonnées des sites uniques pour six 


lettres À, B, C, . . . dans chaque anneau représentent les fragments de 
restriction obenus avec l'enzyme correspondant, dans l'ordre de lon- 
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Allèle I Allèle II FIGURE 5-41 Polymorphisme de longueur des 
fragments de restriction. Une mutation dans un 

L'ADN a L'ADN n'a que site de restriction localisé sur un fragment d'ADN 
SRE 2 sites au lieu de 3 change le nombre et les tailles de ses fragments 


de restriction. 


nfananaahads anale 
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Clivage avec une 
enzyme de restriction 
et électrophorèse 


Le fragment C a la 
même longueur que 
A celle de À + B 


c. Le polymorphisme de longueur des fragments de 
restriction fournit des marqueurs pour caractériser des 
gènes 
L'individualité chez l'Homme et d'autres espèces résulte pour 

une grande part du polymorphisme génétique élevé de l'espèce. 
Ainsi, les chromosomes homologues humains présentent des dif- 
férences de séquence environ toutes les 1250 pb. Les différences 
portent parfois sur des sites de restriction, qui sont ainsi éliminés 
ou créés (Fig, 5-41). Les hydrolysats de chromosomes homologues 
par des enzymes de restriction contiennent donc des fragments de 
longueurs variables ; ce polymorphisme, observé directement sur 
l'ADN, s'appelle le polymorphisme de longueur des fragments 
de restriction (RFLP; Fig. 5-42). À l'exception des jumeaux 
identiques, chaque individu possède donc en ensemble de RFLP 
qui lui est propre (son haplotype), d'où l'intérêt des RFLP à des 
fins d'identification. 

Les RFLP sont très précieux en médecine pour poser le dia- 
gnostic de maladie héréditaire, même si le défaut moléculaire n'est 
pas connu. En effet, si un RFLP donné est si proche d’un gène 
délétère que la probabilité de recombinaison, en passant d’une 
génération à la suivante, soit minime (se rappeler que la probabi- 
lité de recombinaison entre deux gènes augmente avec la distance 
qui les sépare sur un chromosome ; Section 1-4C), la détection de 
ce RFLP chez une personne indique une probabilité élevée qu'elle 
ait hérité aussi de ce gène délétère. Par exemple, la maladie de 
Huntington, qui entraîne une dégénérescence progressive mais 
fatale du système nerveux et dont les symptômes apparaissent vers 
l'âge de 40 ans, est due à un défaut génétique dominant, dont le 
gène n'a été identifié que récemment (Section 30-7). L'identifica- 
tion d'un RFLP en association étroite avec le gène délétère a per- 
mis de prévoir si les enfants susceptibles d'être victimes de cette 
maladie étaient porteurs du gène dominant (à partir d'un couple 
dont un parent est porteur, la probabilité est de 50 %). Ce type de 
test, pratiqué sur des cellules fœtales, permet le dépistage prénatal 
de nombreuses anomalies génétiques. (L'existence d'un test au 
stade fœtus semble en réalité avoir pour effet d'augmenter le 
nombre de naissances chez ces couples, car beaucoup d'entre eux, 
connaissant le risque élevé de conception d'un enfant porteur du 
gène, choisissaient auparavant de ne pas avoir d'enfant.) 


B. Vecteurs de clonage 


On utilise des plasmides, des virus et des chromosomes artificiels 
comme vecteurs de clonage pour le génie génétique. 


a. Vecteurs de clonage dérivés de plasmides 

Les plasmides sont des ADN duplex circulaires d'une lon- 
gueur de | à 200 kb, contenant notamment une origine de répli- 
cation (site où débute la réplication de l'ADN: Section 30-3C), 
qui permet leur propagation autonome à l'intérieur d'une cellule 
de bactérie ou de levure, Les plasmides sont parfois considérés 
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FIGURE 5-42 Les RFLP sont hérités comme des caractères mendé- 
liens. Dans l'exemple choisi, quatre allèles d'un même gène. caractérisés 
chacun par des fragments différents (marqueurs) résultant de sites de res- 
triction variables, peuvent se trouver dans chaque génotype diploïde selon 
toutes les combinaisons 2 à 2 et ségréger de manière indépendante à 
chaque génération (les cercles représentent les femelles et les carrés les 
mâles). Dans la génération parentale P, deux individus ont des haplo- 
types hétérozygotes (CD et BD) et les deux autres ont des haplotypes 
homozygotes (AA et BB) pour le gène considéré. Les descendants de 
première génération (F,) ont des haplotypes AC ou BB. Donc, chaque 
individu de la 2° génération (F,) hérite soit À, soit C de la mère et B du 
père. [Avec l'atorisation de Ray White, University of Utah Medical 
School! 
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comme des parasites moléculaires, Dans de nombreux cas, cepen- 
dant, ils confèrent à leur hôte des fonctions utiles qu'il ne possède 
pas, telles que la résistance à un ou des antibiotiques. L'apparition 
de souches pathogènes résistantes aux antibiotiques, depuis 
l'usage thérapeutique de ces derniers, résulte en partie de la proli- 
fération rapide et de l'échange entre ces souches, de plasmides 
contenant des gènes conférant la résistance à des antibiotiques. 
Certains types de plasmides ont un faible nombre de copies par 
cellule, voire une copie seulement, et se répliquent une fois par 
cycle cellulaire, comme le chromosome bactérien ; on dit que leur 
réplication est sous le contrôle strict de la cellule. La plupart des 
plasmides utilisés en clonage moléculaire sont au contraire sous 
contrôle relâché, puisqu'ils sont présents à raison de 10 à quelque 
700 copies par cellule, De plus, si la synthèse protéique de la bac- 
térie hôte est inhibée par le chloramphénicol, un antibiotique qui 
empêche ainsi la division cellulaire (Section 32-3G), ces plasmides 
continuent à se répliquer jusqu'à accumuler 2 à 3 mille copies par 
cellule, ce qui représente finalement près de la moitié de l'ADN 
total de la cellule à ce stade. Les plasmides qui ont été construits 
par génie génétique (Section 5-$C) pour être utilisés dans le clo- 
nage moléculaire, sont en général assez petits. Ils sont sous 
contrôle relâché, contiennent des gènes conférant une résistance à 
un où plusieurs antibiotiques, et possèdent plusieurs sites de res- 
triction bien placés, dans lesquels l'ADN à cloner peut être inséré, 
On a en effet ajouté à de nombreux vecteurs plasmidiques un seg- 
ment synthétique d'environ 100 pb, bien localisé et connu sous le 
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FIGURE 5-43 Le vecteur de clonage pUCIS. Carte de restnction du 
plasmide pUCIS montrant les positions des gènes amp, lacZ’ et lacl, 
Le gène amp* permet la résistance à l'ampicilline (antibiotique dérivé de 
la pénicilline ; Section 11-3B); lacZ' est une forme modifiée du gène 
loeZ codant l'enrvme Ê-palactosidass (Section 11-2B): et lari code le 
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nom de lien polyvalent («polylinker »), Celui-ci présente une 
série de sites de restriction qui sont par ailleurs absents du plas- 
mide. Le plasmide d'E. coli appelé pUCI8 (Fig. 5-43) est un bon 
exemple de vecteur de clonage utilisé actuellement (« pUC » est 
l'abrégé de « plasmid Universal Cloning »). 

L'expression d'un plasmide chimérique dans une bactérie hôte 
a été démontrée pour la première fois en 1973 par Herbert Boyer 
et Stanley Cohen. La bactérie hôte incorpore un plasmide quand 
les deux sont mélangés en présence de cations bivalents comme le 
Ca** et portés brièvement à -42 °C (ce qui accroît la perméabilité 
de la paroi et de la membrane à l'ADN; ces bactéries sont dites 
compétentes pour la transformation). Cependant, un plasmide 
incorporé ne s'établit de manière permanente dans l'hôte (la trans- 
formation) que dans 0,1 % des cas environ. 

Les vecteurs plasmidiques ne permettent pas de cloner des 
ADN d'une longueur supérieure à -10 kb. Ceci résulte du fait que 
le temps nécessaire à la réplication du plasmide augmente avec sa 
taille. Les plasmides possédant des insertions d'une grande lon- 
gueur, inutiles pour eux, sont perdus au profit des plasmides ayant 
perdu les mêmes insertions par délétions aléatoires, ce qui entraîne 
leur réplication plus rapide. 


b. Vecteurs de clonage construits à partir de virus 

Le bactériophage À (Fig. 5-44) est un autre vecteur de clo- 
nage, dont l'avantage est qu'on peut y cloner des fragments 
d'ADN allant jusqu'à 16 kb. Le tiers central du génome de ce 
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répresseur lac, protéine contrôlant la transcription de /acZ (cf. Sections 
31-1A et 31-3B). Le « polylinker », qui code un segment polypeptidique 
de 18 résidus, proche de l'extrémité N-terminale de la B-galactosidase, 
contient 13 sites de restriction différents qui ne se retrouvent pas ailleurs 
dance Le nlesmills 


virus, dont la taille totale est de 48,5 kb, n'est pas nécessaire pour 
la réalisation du cycle lytique (Section 33-3A). Cette région peut 
donc être remplacée par de l'ADN étranger d'une longueur égale 
ou légèrement supérieure, en utilisant les méthodes décrites dans 
la Section 5-5C. L'ADN chimérique peut alors être introduit dans 
les cellules hôtes en infectant celles-ci avec des phages ayant 
incorporé cet ADN par un système d'empaquetage in vitro (Sec- 
tion 33-3B). L'autre avantage des phages comme vecteurs de clo- 
nage est que l'ADN chimérique peut être produit en grande quan- 
tité sous une forme facile à purifier. 

Les phages À peuvent être utilisés pour cloner des fragments 
d'ADN encore plus longs. En effet, le mécanisme par lequel ces 
phages réalisent l'empaquetage de l'ADN dans leurs coques exige 
que l'ADN possède des séquences cos spécifiques de 16 pb, dis- 
tantes de 36 à 51 kb l'une de l'autre (Section 33-3B). Si on place 
donc deux sites cos à la distance requise sur un vecteur, en utili- 
sant un système d'empaquetage in vitro, on obtient un vecteur 
appelé cosmide, qui peut contenir un ADN étranger d'une lon- 
gueur allant jusqu'à -49 kb. Les cosmides n'ont plus de gènes du 
phage, mais grâce à une origine de réplication, ils se répliquent 
comme des plasmides après l'injection dans la cellule hôte. 

Le bactériophage filamenteux M13 (Fig. 5-45) est aussi un 
vecteur très utile, Il possède un ADN circulaire monocaténaire 


FIGURE 5-44 du bactériophage À. Le bac- 
tériophage À uches d’E. coli. Lorsqu'il se lie à une bactérie d'une telle 
souche, l'ADN contenu dans la «tête » du phage passe dans sa « queue » 
pour être injecté dans la bactérie, où il se réplique une centaine de fois 
avant son empaquetage pour constituer ainsi sa descendance, [Avec l'au- 
torisation de A.F. Howatson, tiré de Lewin, B., Gene expression, Vol. 3, 
Ho 92 Wilou (1077 1 
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FIGURE 5-45 Micrographie électronique du bactériophage filamen- 
teux M13. Remarquer quelques filaments se terminant par une pointe 
(flèches). [Avec l'autorisation de Robley Williams, Stanford University, et 
de Harold Fisher, University of Rhode Island.] 


contenu dans un tube composé d'environ 2700 molécules, arran- 
gées en hélice, d’une même protéine. Ce nombre est déterminé par 
la longueur de l'ADN à recouvrir : on peut donc insérer de l'ADN 
étranger au sein d'une région non essentielle du chromosome du 
phage M13, ce qui produira simplement des particules de phages 
plus longues. Bien que les vecteurs M13 ne soient pas capables de 
maintenir de manière stable des insertions de plus d’un kb, ils sont 
néanmoins très fréquemment utilisés pour produire l'ADN en vue 
du séquençage (Section 7-2A), car ils produisent directement 
l'ADN simple brin requis. 

Les baculovirus désignent un vaste groupe de différents virus 
pathogènes pour les insectes (comme ils n’infectent pas les verté- 
brés, on peut les utiliser au laboratoire en toute sécurité) ; on les 
propage en culture de cellules d'insectes. La réplication de certains 
baculovirus dans de telles cultures peut se faire sans une région 
particulière du génome viral (double brin). On peut donc rempla- 
cer cette région par un fragment d'ADN étranger allant jusqu'à 
15 kb. 


c. Vecteurs YAC et BAC 

Des fragments d'ADN plus grands que ceux que l'on peut clo- 
ner dans les cosmides peuvent l'être dans des chromosomes arti- 
ficiels de levure (Yeast Artificial Chromosomes, YAC) et dans des 
chromosomes artificiels de bactéries (Bacterial Artificial Chro- 
mosomes, BAC). Les YAC sont des segments linéaires d'ADN 
contenant tous les éléments requis pour la réplication chez la 
levure. Ils doivent donc posséder une origine de réplication 
(appelée ARS pour «autonomously replicating sequence »), un 
centromère (segment du chromosome qui s'attache au fuseau lors 
de la mitose et de la méiose), et des télomères (les extrémités des 
chromosomes linéaires, nécessaires à leur réplication ; Section 30- 
4D). Les BAC, qui se répliquent chez E. coli, proviennent de plas- 
mides circulaires très longs et que l'on trouve à raison d'une copie 
nar cellule comme lee chromnenmes YAC ot RAC nnecèdlent le 
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FIGURE 5-46 Construction d'une molécule d'ADN recombinant. Un 
fragment de restriction est inséré dans la coupure complémentaire faite 
par une enzyme de restriction dans un vecteur de clonage. Les bouts col- 
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RON restriction 


séquences nécessaires et suffisantes pour la réplication autonome, 
le contrôle du nombre de copies, et le clivage du plasmide dédou- 
blé lors de la division cellulaire. Les YAC et les BAC permettent 
de cloner des ADN de plusieurs centaines de kb. 


C. Manipulation des gènes 


L'ADN à cloner est d'habitude préparé sous forme d'un fragment 
de séquence bien précise en utilisant des enzymes de restriction 
(dans le cas des vecteurs M13, il est nécessaire de convertir l'ADN 
simple brin du phage en double brin avec l'ADN polymérase I, 
afin de disposer de sites de restriction, toujours double brin). Rap- 
pelons que la plupart des enzymes de restriction coupent l'ADN 
duplex à des sites palindromiques spécifiques et génèrent des 
extrémités simple brin complémentaires l'une de l'autre (les extré- 
mités cohésives; Section 5-SA). Janet Mentz et Ron Davis ont 
montré en 1972 qu'un fragment de restriction peut être inséré dans 
la coupure faite dans un vecteur par la même enzyme de restric- 
tion (Fig. 5-46). Les extrémités cohésives des deux ADN peuvent 
donc se réassocier spécifiquement, si l'on respecte les conditions 
d'une bonne réassociation, et elles peuvent être unies (épissées) de 
manière covalente par l'ADN ligase (Fig. 5-35 : l'ADN ligase pro- 
duite par le bactériophage T4 doit être utilisée si les coupures de 
restriction ont des extrémités franches, comme celles générées par 
Alul, EcoRV., où Haelll: Tableau 5-4). Un avantage majeur de 
l'utilisation d'une enzyme de restriction pour construire un vecteur 
chimérique réside dans le fait que l'ADN inséré ainsi peut être 
excisé du vecteur par la même enzyme de restriction. 


Si l'ADN étranger et le vecteur n'ont pas de site de restriction 
en commun à une position neutre pour les fonctions, on peut 
cependant les épisser en utilisant, comme l'ont montré Dale Kai- 
ser et Paul Berg. la désoxynucléotidyl transférase terminale 
(transférase terminale). Cette enzyme de mammifère ajoute des 
nucléotides à l'extrémité 3'-OH d'une chaîne d'ADN; c'est la 
seule ADN polymérase qui n'a pas besoin de matrice. Ainsi, la 
transférase terminale, en présence de dTTP, synthétise des queues 
poly(dT) d'environ 100 résidus aux extrémités 3° du segment 
d'ADN que l'on veut cloner (Fig. 5-47). De son côté, le vecteur 
est coupé par voie enzymatique à un site spécifique et les extrémi- 
tés 3° du site de clivage sont allongées de la même manière par des 
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lants du vecteur et de l'ADN étranger s'associent et sont ensuite unis par 
liaisons covalentes, à l'intervention de l'ADN ligase, pour donner un 


ADN chimérique. 


plémentaires et peuvent s'associer. Les trous éventuels résultant de 
longueurs différentes sont alors comblés par l'ADN polymérase I, 
et les chaînes de même sens sont réunies par l'ADN ligase, 

Le désavantage de cette technique est qu'elle élimine les sites 
de restriction qui ont permis de fabriquer l'insert d'ADN étranger 
et de cliver le vecteur. Il peut donc être difficile de récupérer le 
fragment inséré d'un vecteur ainsi construit. Une autre technique 
ne présente pas cette difficulté. Elle consiste à ajouter aux deux 
extrémités de l'ADN étranger, avant clonage, un lien (« linker »), 
constitué par une séquence palindromique synthétique qui possède 
un site de restriction identique à celui du site de clonage du vec- 
teur (la synthèse chimique d'oligonucléotides est exposée dans la 
Section 7-6). Ce lien est attaché à l'ADN étranger par une ligature 
sur extrémités franches catalysée par la ligase de T4 et il est traité 
ensuite par l'enzyme de restriction correspondant au site pour for- 
mer les extrémités cohésives adaptées à une ligature avec le vec- 
teur (Fig. 5-48). 
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FIGURE 5-47 Épissage de l'ADN par la transférase terminale, Deux 
fragments d'ADN peuvent être réunis par le biais des extrémités complé- 
mentaires homopolymériques ajoutées sous l'action de la transférase ter- 
minale. Les extrémités poly(dA) et poly(AT) représemées ici pourraient 
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FIGURE 5-48 Construction d’une molécule d'ADN recombinant via 
la ligature d'adaptateurs oligonucléotidiques de synthèse, Dans 


a. Les cellules transformées correctement doivent être 

sélectionnées 

La transformation et la construction de vecteurs chimériques 
ont un rendement très faible. Comment s'y prend-on pour ne sélec- 
tionner que les cellules transformées par un vecteur dans sa forme 
correcte ? En cas de transformation par un plasmide, on utilise 
habituellement un double criblage avec des antibiotiques et (ou) 
des substrats chromogènes (produisant une coloration lorsqu'ils 
sont métabolisés). Par exemple, le plasmide pUCI8 contient le 
gène lacZ’ (Fig. 5-43 ; une forme modifiée du gène Z de l’opéron 
lac; Fig. 5-25). Le gène lacZ' code la B-galactosidase, une 
enzyme qui catalyse l’hydrolyse du lien entre l'OI du sucre B- et 
un substituant. 


L'utilisation d'un analogue incolore, le 5-bromo-4-chloro-3-indo- 
lyl-B-D-galactoside (appelé simplement X-gal), entraîne après 
hvdrolvee par la B.-oalactosidase la production d'un catabolite de 


l'exemple ci-dessus, l'adaptateur et le vecteur de clonage ont des sites de 
restriction EcoRl (flèches rouges). 


cl 
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5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-6-p-galactoside (X-gal) 
(incolore) 
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B-p-Galactose 5-Bromo-4-chloro-3-hydroxyindole 


(bleu) 


couleur bleue. £. coli transformé par le plasmide pUCIS sauvage 


donne des colonies bleues. Par contre, E. coli transformé par un 
nlaemide nlICIR contenant une ineertion d'ADN étrancer dance enn 
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FIGURE 5-49 Clonage d'ADN étranger dans des phages À. entielle du 
génome du phage peut être remplacée par de l'ADN étranger, et l'ADN 


site de clonage (le polylinker) donne des colonies incolores 
(blanches), car la séquence insérée interrompt la séquence codant 
la protéine du gène lacZ', ce qui supprime l'activité B-galactosi- 
dase. Les bactéries qui n'ont pas réussi à incorporer de plasmide 
pourraient former des colonies blanches en présence de X-gal mais 
elles sont éliminées par la présence de l’antibiotique ampicilline 
dans le milieu (Fig. 11-25). Les bactéries qui ne contiennent pas 
de plasmide sont sensibles à l'ampicilline, alors que celles qui 
contiennent le plasmide poussent, car le plasmide apporte le gène 
de résistance amp*. Des gènes tels que amp sont dits marqueurs 
de sélection. 

Les phages À modifiés par génie génétique en vue d'être utili- 
sés comme vecteurs contiennent des sites de restriction bordant le 
tiers central du génome non indispensable au cycle lytique (Sec- 
tion 5-5B). Ce fragment peut donc être remplacé, comme indiqué 
ci-dessus, par de l'ADN étranger (Fig. 5-49). L'ADN ne peut être 
empaqueté dans les coques de phages que si sa longueur se situe 
entre 75 et 105 % des 48,5 kb du génome du phage À sauvage. Il 
s'ensuit que les vecteurs phages À qui n'ont pas réussi à incorpo- 
rer un insert d'ADN étranger ne peuvent être empaquetés ni mul- 
tipliés, car ils sont trop courts pour former des virions infectieux. 
Les vecteurs cosmidiques ont les mêmes propriétés. De plus, les 
clones en cosmides sont récoltés en les réempaquetant dans des 
particules de phages. Ainsi, tout cosmide qui aurait perdu, par 
délétions aléatoires, une quantité d'ADN qui le rende plus court 
que la longueur limite, ne sera pas maintenu. C’est ce qui explique 
pourquoi les cosmides peuvent assurer la propagation de longs 
inserts, ce que ne peuvent pas faire la plupart des autres types de 
plasmides. 


D. Identification de séquences spécifiques d'ADN : 
le transfert selon Southern 


L'ADN possédant une séquence spécifique peut être identifié par 
un procédé inventé par Edwin Southern, et connu sous le nom de 
technique de transfert selon Southern, souvent appelé « Sou- 
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empaqueté pour former une particule infectieuse, à condition que la taille 
de l'ADN étranger soit voisine de celle de l'ADN qu'il remplace. 


simple brin (il ne fixe pas l'ADN duplex). Les membranes de 
nylon et de difluorure de polyvinylidine (PVDF) ont cette même 
propriété. Après une électrophorèse d'ADN duplex, le gel est 
trempé dans une solution de NaOH 0,5 M, ce qui fait passer l'ADN 
sous forme simple brin. Le gel est alors recouvert d'une membrane 
de nitrocellulose ; celle-ci est recouverte à son tour de plusieurs 
couches de serviettes en papier et l'ensemble est comprimé par une 
lourde plaque. Le liquide contenu dans le gel est ainsi extrait du 
gel par capillarité à travers la membrane de nitrocellulose, laquelle 
retient l'ADN simple brin qui y laisse une empreinte point par 
point. On peut aussi provoquer le transfert par électrophorèse, pro- 
cessus appelé «électrotransfert» ou «electroblotting». La 
feuille de nitrocellulose est alors séchée sous vide à 80 °C, ce qui 
fixe l'ADN dans sa position initiale, puis traitée par un volume 
minimum d'une solution contenant une sonde: un fragment 
simple brin d'ADN ou un ARN marqués par le 2P, complémen- 
taires de la séquence d'ADN recherchée. La membrane humide est 
alors incubée pendant plusieurs heures à une température conve- 
nant à la renaturation, pour laisser la sonde reconnaître sa cible et 
s'hybrider avec elle; elle est ensuite lavée pour enlever les 
séquences sondes non hybridées, séchée et placée sur un film sen- 
sible aux rayons X, ce qui produira une autoradiographie. L'em- 
placement des molécules complémentaires des séquences sondes 
radioactives est ainsi révélé par le noircissement du film après son 
développement. 

Un fragment d'ADN contenant une séquence de bases parti- 
culière, un RFLP par exemple, peut être ainsi détecté et isolé. La 
sonde radioactive peut être l'ARNm correspondant lorsqu'une 
source naturelle est disponible, C'est le cas des réticulocytes 
(globules rouges immatures), qui ne produisent pratiquement pas 
d’autres protéines que la globine (sous forme d'hémoglobine, 
elle transporte l'oxygène dans le sang) et qui sont donc riches en 
ARNm codant la globine. En se fondant sur le code génétique 
(Tableau 5-3), on peut aussi identifier un gène codant une pro- 
téine de séquence en acides aminés connue, à l'aide d’une sonde 
radioactive synthétique qui est un mélange de tous les oligonu- 
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FIGURE 5-50 Les étapes de la détection de séquences spécifiques dans un ADN par lu technique de transfert selon Southern. 


— Trp - Lys-Gln — Cys - Met — Segment polypeptidique 
#2P-UGG-AAA-CAA-UGU-AUG 
#2P-UGG-AAG-CAA-UGU-AUG 
32P-UGG-AAA-CAG-UGU-AUG Mélange de tous 
#P-UGG-AAG-CAG-UGU-AUG | les oligonucléotides 
32p-UGG-AAA-CAA-UGC-AUG | pouvant coder ce 
2p-UGG-AAG-CAA-UGC-AUG | segment 
32p-UGG-AAA-CAG-UGC-AUG 
#2p-UGG-AAG-CAG-UGC-AUG 


FIGURE 5-51 Une sonde oligonucléotidique dégénérée. Ce type de Chacun spécifiées par un seul codon, et Lys, Gin et Cys le sont chacun 
sonde est un mélange de tous les oligonucléotides susceptibles de coder par deux codons qui ne différent que par leur troisième base (en bleu et 
un segment polypeptidique de séquence connue, En pratique, ce dernier en rouge ; Tableau 5-3), ce qui donne un total de 1X2X2X2Xx1=8 
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Le transfert selon Southern est utilisé pour le diagnostic des 
maladies génétiques et leur détection avant la naissance. Ces 
maladies sont souvent dues à un changement spécifique dans un 
seul gène, pouvant être une substitution d'une base, une délétion 
ou une insertion. La température d'hybridation de la sonde peut 
être ajustée de sorte que seul un oligonucléotide parfaitement com- 
plémentaire d'une séquence d'ADN s'hybride de manière stable 
avec lui. Un mésappariement d'une seule base, dans les mêmes 
conditions, doit empêcher toute hybridation. Par exemple, l'ané- 
mie falciforme résulte d'une seule substitution nucléotidique 
A — T dans le gène qui code la sous-unité B de l'hémoglobine, ce 
qui entraîne le changement d'un résidu Glu B6 en Val (Sec- 
tion 7-3A). Un oligonucléotide de 19 bases, complémentaire du 
segment muté du gène causant l’anémie falciforme, s'hybride bien, 
à une température précise, à l'ADN des individus homozygotes 
pour ce gène, alors qu'il ne s’hybride pas à l'ADN des individus 
normaux. L'oligonucléotide complémentaire du même segment du 
gène normal de l'hémoglobine B donne un résultat inverse, L'ADN 
des hétérozygotes (qui possèdent un allèle normal et un allèle muté 
du gène de l'hémoglobine B) s'hybride aux deux sondes, mais 
moins bien que l'ADN des homozygotes. Les sondes oligonucléo- 
tidiques peuvent donc être utilisés pour le diagnostic prénatal de 
l'anémie falciforme. Les sondes d'ADN remplacent aussi de plus 
en plus souvent les cultures tests, lentes et moins précises, pour 
l'identification des bactéries pathogènes. 

Une variante de la technique de Southem pour détecter des 
séquences d'ADN spécifiques consiste à greffer sur la séquence 
sonde une enzyme qui, moyennant les réactifs appropriés, provo- 
quera un dépôt coloré ou fluorescent sur la membrane. Ces tech- 
niques de détection sont préférées, pour les analyses cliniques, aux 
méthodes utilisant la radioactivité. Celles-ci exigent en effet, outre 
l'autoradiographie, des précautions spéciales lors des manipula- 
tions, à cause des risques pour la santé, et des règles strictes 
concernant le stockage des déchets. Des séquences d'ARN spéci- 
fiques peuvent aussi être détectées par une méthode similaire appe- 
lée, par analogie géographique, le transfert Northern (Northern 
blot), dans lequel c'est l'ARN qui est immobilisé sur la nitrocel- 
lulose et qui est détecté par des sondes d’ARN ou d'ADN com- 
plémentaires radiomarquées. 


E. Bibliothèques génomiques 


Pour cloner un fragment particulier d'ADN, il faut d'abord le 
purifier. On peut se rendre compte de l'importance d'un tel tra- 
vail en réalisant qu'un fragment d'ADN de 1 kb représente seu- 
lement 0,000029 % du génome humain, qui compte 3,2 milliards 
de pb. Un fragment d'ADN peut être visualisé par la technique 
de Southem réalisée sur un lysat, obtenu par enzyme(s) de res- 
triction. de l'ADN génomique total qui le contient (Section 5- 
5F). Dans la pratique, il est généralement plus difficile d'identi- 
fier un gène particulier et de le cloner ensuite, que de cloner la 
totalité du génome découpé en fragments et d'identifier le ou les 
clones contenant la séquence que l'on recherche. Une telle col- 
lection de clones s'appelle une bibliothèque ou banque géno- 
mique. Une banque génomique d'une espèce donnée peut n'être 
faite qu'une seule fois, puisqu'on peut la maintenir et l'amplifier 
pour la cribler chaque fois qu'une nouvelle sonde devient dispo- 
nible. 


er 


_ 


Les banques sont constituées par un procédé 
appelé clonage aléatoire, L'ADN chromosomique d'un individu 
de l'espèce à étudier est isolé, coupé en fragments d’une taille 
moyenne compatible avec le clonage dans le vecteur choisi, et 
inséré dans celui-ci par les méthodes décrites dans la Section 5-5B. 
L'ADN est fragmenté partiellement (en limitant le temps de réac- 
tion avec l'enzyme de restriction) plutôt que complètement, de 
telle façon que la banque génomique puisse contenir des séquences 
intactes de tous les gènes, y compris celles qui contiennent les sites 
de restriction. On peut aussi fragmenter l'ADN au hasard par agi- 
tation rapide ou sonication de la solution d'ADN mais il faut alors 
faire subir certains traitements aux fragments avant de les insérer 
dans les vecteurs de clonage. Des banques génomiques ont été réa- 
lisées pour de nombreuses espèces, dont on citera la levure, la dro- 
sophile, la souris et l'Homme. 


a. Il faut cribler de nombreux clones pour trouver le gène 

que l'on cherche 

Le nombre de fragments aléatoires qu'il faut cloner pour s’as- 
surer d'une probabilité élevée qu'une séquence donnée soit repré- 
sentée au moins une fois dans la banque génomique peut être cal- 
culé comme suit: la probabilité P qu'un ensemble de N clones 
contient un fragment présent en proportion f (pb/pb) dans le 
génome de l'organisme est : 


P=1-(1-f" (5-1] 


On en déduit que : 
N = log(l - Pylog{l - f) [5-2] 


Pour avoir P = 0,99 de trouver un fragment de 10 kb dans le 
génome de E. coli (un seul chromosome de 4639 kb) (f= 0,00216), 
il faut au moins N = 2134 clones ; avec le génome de 180 000 kb 
de Drosophila (f = 0,0000606), il faut au moins 83000 clones. 
L'établissement de banques génomiques dans YAC ou BAC permet 
de réduire fortement le nombre de clones nécessaires à l'isolement 
d’un gène donné à partir d’un grand génome. 

Puisqu'on ne dispose pas d'index de la bibliothèque, il faut 
d'abord la cribler pour voir si un gène donné y est représenté. Ce 
criblage peut se faire par hybridation directe sur l'empreinte des 
colonies ; on parle d'hybridation sur colonies ou d'hybridation 
in situ (du latin in situ, en place) (Fig. 5-52), Ainsi, les colonies 
correspondant à des clones, chez la levure ou les bactéries, ainsi 
que les plages de lyses chez les phages, sont transférées par la 
méthode des répliques (Fig. 1-30), depuis une boîte de Petri sur un 
filtre de nitrocellulose, Le filtre est traité avec NaOH pour lyser les 
cellules ou les phages et dénaturer l'ADN qui peut alors se fixer à 
la nitrocelllulose (cette dernière fixe de manière préférentielle 
l'ADN simple brin). Le filtre est ensuite séché pour fixer l'ADN 
en place et traité dans les conditions favorables à l'hybridation 
avec une sonde radioactive correspondant au gène recherché ; il est 
lavé, puis autoradiographié. Seules les colonies ou les plages 
contenant le gène recherché vont fixer la sonde et impressionner le 
film. Les clones correspondants peuvent être ensuite repérés sur la 
boîte initiale et isolés. Plus d'un million de clones d'une banque 
génomique d'ADN humain peuvent ainsi être criblés rapidement 
pour trouver n'importe quelle séquence d'ADN. 

De nombreux gènes et groupes de gènes eucaryotes s'étendent 
sur de très grandes longueurs d'ADN (Section 34-2), dépassant 
1000 kb dans certains cas. Avec les hanaues génomiaues préna- 
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FIGURE 5-52 Hybridation (ôn situ) sur colonies. Cette technique permet d'identifier les clones contenant un ADN recherché. 


rées dans les vecteurs basés sur les plasmides, phages ou cosmides, 
de telles longueurs ne peuvent être reconstituées qu'à partir de 
clones correspondant à des fragments chevauchants (Fig. 5-53). 
Pour reconstruire de tels complexes, chaque fragment isolé avec 
succès peut, à son tour, être utilisé comme sonde pour identifier le 


fragment partiellement chevauchant suivant. Ce procédé s'appelle 
la marche sur chromosome. Les YAC et les BAC permettent de 
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FIGURE 5-53 La marche sur chromosome. Un segment d'ADN, trop 
grand pour être séquencé en une seule étape, est fragmenté et cloné, Un 
clone est choisi et l'insert d'ADN qu'il contient est séquencé, Un petit 
fragment de cet insert est sous-cloné et utilisé comme sonde pour trouver 
un clone contenant un insert chevauchant, lequel est séquencé à son tour. 
Une telle opération répétée permet une « marche » sur le chromosome, 
marche aui neut d'ailleurs <e faire dans les deux sens. 


réduire considérablement le recours à ce procédé laborieux et 
source d'erreurs. 


F. Amplification d'ADN par réaction en chaîne à 
la polymérase 


À côté des techniques de clonage moléculaire qui restent indis- 
pensables à la recherche biochimique moderne, la réaction en 
chaîne à la polymérase (PCR), est un moyen rapide et plus 
facile d'amplifier un fragment spécifique d'ADN d'une longueur 
allant jusqu'à 6 kb. Dans cette méthode (Fig. 5-54), décrite par 
Kerry Mullis en 1985, un échantillon d'ADN dénaturé par la cha- 
leur (les deux chaînes étant donc séparées l'une de l'autre) est 
mis à incuber avec l'ADN polymérase, les ANTP. et deux 
amorces oligonucléotidiques reconnaissant les séquences flan- 
quant le fragment à amplifier. Ces amorces servent de substrat à 
l'ADN polymérase et permettent à celle-ci de synthétiser de nou- 
veaux brins complémentaires, Des cycles successifs de ce pro- 
cessus, qui doublent chaque fois la quantité d'ADN amplifié, per- 
mettent de commencer l'amplification à partir d'une seule copie. 
À chaque cycle, en effet, les deux brins de l'ADN duplex formé 
sont séparés par dénaturation à 95 °C, après quoi la température 
est abaissée de sorte que les amorces s’hybrident à nouveau avec 
leurs sites complémentaires sur l'ADN, et l'ADN polymérase 
synthétise à nouveau des brins complémentaires (Section 5-4C), 
L'utilisation d'une ADN polymérase bactérienne résistante à la 
température de dénaturation, comme l'ADN polymérase Taq de 
Thermus aquaticus ou l'ADN polymérase Pfu de Pyrococcus 
furiosus, toutes deux stables à 95 °C, dispense de l'ajout d'une 
quantité d'enzyme fraîche après chaque étape de dénaturation. De 
cette façon, si les quantités d'amorces et de dNTP sont suffi- 
santes, il suffit de faire varier la température d'une manière 
cyclique pour réaliser la PCR. 

En théorie, une vingtaine de cycles d'amplification par PCR 
augmentent la quantité de séquence cible d'un facteur 10°, avec 
une spécificité élevée. En pratique, le nombre de copies de 
séquences cibles double à chaque cycle, jusqu'à obtenir plus de 
complexes amorces-matrice que ne peut en synthétiser la polvmé- 


114 Chapitre 5. Acides nucléiques, expression des gènes et technologie de l'ADN recombinant 


3° … 


D ——————— 


ADN duplex contenant la séquence cible originale 


En + + - Séparation des brins à la 


chaleur, refroidissement et 


hybridation des amorces 
ES ['S 3 
+ 
A | 
SE — ——— ———— 5 
aNTPs Élongation par l'ADN 
polymérase 
D ————— —————————————— …———_————— —————— 3° 
5’ 
eg 
variables 
5 D — es 
A ——————————_——…"”"— È 
Séparation des brins à la 
Eu + chaleur, refroidissement et 
hybridation des amorces 
D: 
CE 
+ 
su 
————— 08 5 
+ 
D 
un 5 
+ 
S | 
. LA 
ANTPs Élongation à partir des 
amorces par l'ADN 
polymérase 
a ——_—— z 
a ——————————— 
o 
D ————— 


Brins de la longueur 
limitée par les amorces 


5’ a à 
” 
T 
SE————— 
———————————————— ——— 5’ 


FIGURE 5-54 La réaction en chaîne à la polymérase (PCR). À la 
même étape de chaque cycle de cette réaction, les brins d'ADN duplex 
sont séparés par dénaturation à la chaleur et la préparation est refroidie 
de manière à ce qu'une amorce synthétique d'ADN s'hybride à un site 
complémentaire sur chaque brin; les amorces sont alors des sites d'ex- 
tension pour l'ADN polymérase. Les mêmes étapes sont répétées sur de 
nombreux cycles. Le nombre de chaînes d'une longueur unitaire double 
en principe à chaque cycle à partir du second cycle. 


rase pendant la durée du cycle, auquel cas l’amplification en fonc- 
tion du temps devient linéaire, plutôt que géométrique. Cette 
méthode permet d'amplifier un ADN cible présent en une seule 
copie dans un échantillon contenant 10° cellules. On peut donc 
l’utiliser sans purification préalable de l’ADN (cependant, puisque 
le taux d'amplification est très élevé, il faut éviter tout risque de 
contamination par de l'ADN extérieur de séquence similaire). 
L'ADN ainsi amplifié peut être étudié par différentes techniques 
telles que l'analyse des RFLP, l'hybridation selon Southem et le 
séquençage direct (Section 7-2A). L'amplification par PCR peut 
être considérée comme un clonage moléculaire sans cellules ni 
vecteur, réalisable in vitro par des automates en 30 minutes, alors 
qu'il aurait fallu des jours, voire des semaines avec les techniques 
de clonage exposées ci-dessus. 


a. La PCR a de nombreuses applications 

L'amplification par PCR est devenue indispensable pour une 
très grande variété d'applications. En biologie clinique, elle est 
utilisée pour le diagnostic rapide de maladies infectieuses et pour 
la détection d'événements pathologiques rares comme les muta- 
tions pouvant conduire au cancer (Section 19-3B). En médecine 
légale, on peut utiliser un seul poil, spermatozoïde ou goutte de 
sang pour identifier son propriétaire. À cette fin, on analyse d'ha- 
bitude de courtes répétitions en tandem (littéralement : les unes 
derrière les autres) (STR), segments d'ADN constitués de 
séquences répétées d'une longueur de 2 à 7 pb telles que (CA), (le 
génome humain en contient environ 100 000) et (ATGC),, disper- 
sés dans le génome. Pour de nombreuses STR, le nombre n de 
répétitions dans un groupe (dans un tandem) est variable et déter- 
miné génétiquement ; il varie de 1 à 40 pour les (CA), de certaines 
STR. Les STR sont donc des marqueurs individuels comme le sont 
les RFLP. On peut amplifier par PCR l'ADN d’un STR donné avec 
des amorces complémentaires des séquences flanquantes non répé- 
tées et donc spécifiques de ce STR. On détermine, pour l'individu 
étudié, le nombre n de répétitions au sein de ce STR, par électro- 
phorèse en gel de polyacrylamide, qui donne la masse moléculaire 
(Section 6-6C), ou par séquençage direct (Section 7-2A). Une fois 
connu le nombre n pour plusieurs STR bien caractérisées (celles 
pour lesquelles n a été déterminé chez un grand nombre d'indivi- 
dus d'origines ethniques différentes), on dispose de l'haplotype du 
propriétaire de l'ADN, ce qui permet de l'identifier sans ambi- 
guité 


Les STR sont utilisées à grande échelle pour confirmer ou infir- 
mer des liens de parenté. Ainsi, d’ la tradition orale, Thomas 
Jefferson, troisième président des Unis, eut de son esclave 
Sally Hemmings un fils nommé Eston Hemmings, né en 1908, et 


some Ÿ, à l'exception de ses extrémités qui subissent la recombi- 
raison (avec le chromosome X), est transmis comme tel (sauf pour 
de rares mutations) de père en fils. Or, les chromosomes Y des des- 
cendants d'Eston Hemmings et de l'oncle de Jefferson (ce dernier 
n'eut pas de fils légitime) contiennent des haplotypes STR iden- 
tiques, Thomas Jefferson était donc vraisemblablement le père 
d'Eston Hemmings, avec la nuance que le père d'Eston Hemmings 
aurait aussi bien pu être un parent de la lignée masculine des Jef- 
ferson. 

On peut aussi amplifier l'ARN par PCR après l'avoir converti 
en ADN complémentaire (ADNc) sous l'action d'une enzyme, 
l'ADN polymérase ARN-dépendante (aussi appelée transcrip- 
tase réverse). Cette enzyme, produite par certains virus à ARN 
appelés rétrovirus (Section 30-4C), agit comme l'ADN polymé- 
rase 1, sauf qu'elle utilise une matrice ARN. 

On a mis au point des variantes de la PCR conduisant elles- 
mêmes à de nombreuses applications. Par exemple, l'ADN simple 
brin nécessaire au séquençage (Section 7-2A), peut être obtenu 
rapidement par une PCR asymétrique, dans laquelle une quantité 
très faible d’une seule amorce sera épuisée après quelques cycles. 
Au cours des cycles suivants, l'autre amorce, en quantité non limi- 
tante, ne synthétisera plus qu'un seul brin (bien que cette réaction 
d'amplification sera linéaire plutôt qu'exponentielle, dès que 
l'amorce limitante sera épuisée). Si l'on craint que les amorces ne 
s'hybrident à plus d'un site de l'ADN à amplifier, les amorces 
nichées permettent de n'amplifier que la séquence d'intérêt. Pour 
ce faire, on pratique une PCR normale avec une paire d’amorces, 
mais les produits de cette PCR sont alors amplifiés à nouveau avec 
une deuxième paire d'amorces qui, cette fois, s’hybrident à des 
régions plus internes de la séquence cible. Comme il est impro- 
bable que ces deux paires d'amorces s'hybrident toutes deux de 
façon ciblée en dehors de la région d'intérêt, on n'amplifiera ainsi 
que la séquence souhaitée. 


b. L'Homme de Neandertal n’est pas l'ancêtre 

de l'Homme moderne 

La PCR est aussi à la base d'une nouvelle discipline que l'on 
peut appeler l'archéologie moléculaire, Ainsi, cette technique a 
été uulisée par Svante Pääibo pour déterminer si l'Homme de 
Neandertal et l'Homme moderne appartiennent ou non à la même 
espèce. L'Homme de Neandertal (ou Neanderthal) était environ 
30 % plus corpulent que l'Homme actuel, et se caractérisait par 
une puissante musculature, un front bas et des arcades sourcillières 
proéminentes. D'après la datation radioactive des fossiles, il dis- 
parut il y a environ 28 000 ans après avoir occupé pendant plus de 
100.000 ans l'Europe et l'ouest de l'Asie. Durant la fin de cette 
période, il a donc coexisté avec nos ancêtres directs, lesquels pour- 
raient bien être responsables de sa disparition. D'où la question de 
savoir si omo Neandertalensis appartient à une ancienne race de 
l'espèce Homo sapiens, ou bien constitue une espèce à part entière. 
Les critères morphologiques ne permettant pas de trancher, une 
chose à faire était de comparer des séquences d'ADN d’humains 
actuels à celles de Neandertaliens. 


De l'ADN fut extrait de 0,4 g d'os de Neandertalien et l'ADN 
mitochondrial (ADNimt) amplifié par PCR. L'ADNmt fut choisi 
plutôt que l'ADN nucléaire parce qu'une séquence d'ADNmt est 
100 à 1000 fois plus abondante qu'une séquence particulière 
d'ADN nucléaire en raison du erand nombre de mitochondries 
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dans la cellule. La comparaison porta sur 986 échantillons humains 
modernes provenant d'un grand nombre d'ethnies différentes et 
sur 16 échantillons de chimpanzés apparentés (les animaux actuels 
les plus proches de l'Homme modeme). Un arbre phylogénique 
fondé sur les différences de séquences montre que la divergence 
(dernier ancêtre commun) entre humains et chimpanzés remonte à 
4 millions d'années, que celle entre humains et Neandertaliens 
date d'à peu près 600000 ans, et que différents groupes d'Homo 
sapiens se sont séparés il y a environ 150000 ans. On en conclut 
que la contribution des Neandertaliens au patrimoine génétique des 
humains modernes pendant leur coexistence millénaire été négli- 
geable et que donc Homo Neandertalensis et Homo sapiens consti- 
tuent des espèces distinctes. Ceci fut confirmé par une analyse 
similaire portant sur un autre échantillon Neandertalien d'origine 
géographique très distante. 


c. L'ADN se dégrade rapidement sur des périodes 
géologiques 

On cite des cas d'amplification par PCR portant sur de l'ADN 
de fossiles vieux de plusieurs millions d'années ou extrait d'in- 
sectes prisonniers dans de l’ambre (résine fossilisée) datant de 
135 millions d'années (ceci a inspiré le roman et le film Jurassic 
Park). Cependant, l'ADN se décompose au cours des périodes 
géologiques, principalement par hydrolyse du squelette sucres- 
phosphates et attaque oxydative des bases. Combien de temps 
l'ADN d'un fossile peut-il y résister avant de devenir méconnais- 
sable ? 

Les résidus d'acide aminé dans les protéines hydratées se racé- 
misent à une vitesse similaire à celle de la décomposition de 
l'ADN. Dans un organisme, la quantité de protéines dépasse de 
loin celle des séquences spécifiques d'ADN. Le rapport des énan- 
tiomères (D/L) d'un résidu d'acide aminé peut donc être déterminé 
directement, sans passer par une amplification comme pour 
l'ADN. Ce rapport a été déterminé pour Asp (l'acide aminé qui 
racémise le plus vite) dans un grand nombre d'échantillons archéo- 
logiques dont l'âge avait été authentifié. La conclusion est que des 
séquences intactes d'ADN ne peuvent être obtenues qu'à partir 
d'échantillons dans lesquels le rapport Asp D/L est inférieur à 
0,08. Ces études montrent que la survie de séquences d'ADN 
reconnaissables ne dépasse pas quelques milliers d'années dans les 
régions chaudes telles que l'Égypte, mais peut atteindre 
100000 ans sous des climats froid (Sibérie). L'amplification 
d'ADN soi-disant très ancien résulte donc le plus souvent de celle 
d'ADN actuel (notamment celui des expérimentateurs) contami- 
nant les échantillons. Ainsi, l'ADN du fossile Neandertalien men- 
tionné plus haut était décomposé au point qu'il a fallu étudier son 
ADNmt plutôt que son ADN nucléaire, 

En dépit de ce qui précède, on a constaté que certaines spores 
bactériennes restent viables quasi indéfiniment. Elles sont formées 
en réaction à des conditions hostiles par plusieurs groupes de bac- 
téries, dont les bacilles, et permettent à la bactérie de survivre en 
attendant. Ces spores sont protégées par une épaisse enveloppe 
protéique, leur cytoplasme est partielement déshydraté et minéra- 
lisé et leur ADN est stabilisé par des protéines spécialisées (Sec- 
tion 29-1B). Ainsi a-t-on pu cultiver un bacille extrait d'une abeille 
emprisonnée dans de l'ambre il y a 25 à 40 millions d'années, De 
même, un bacille halophile (« amateur de sel ») fut cultivé à partir 
d'une minuscule (-9 uL) inclusion d'eau saumâtre dans un cristal 
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d'un dépôt salin datant de 250 millions d'années. La surface de 
l'ambre et du cristal avait bien sûr été stérilisée chimiquement 


avant extraction. 


G. Production de protéines 


Une des applications les plus importantes des techniques de 
l'ADN recombinant est la production en grandes quantités de pro- 
téines rares ou nouvelles. Le procédé est relativement simple pour 
les protéines bactériennes. Un gène de structure (qui code une 
protéine) est cloné dans un vecteur d'expression plasmidique ou 
viral. Ce vecteur contient, à un site approprié, les séquences de 
régulation nécessaires à la transcription et à la traduction condui- 
sant à l'expression de la protéine qui correspond au gène cloné. En 
utilisant un plasmide dont la réplication est sous contrôle relâché 
(Section 5-5B) et qui possède un promoteur efficace, la quantité de 
la protéine ainsi produite peut atteindre 30 % des protéines totales 
de la bactérie hôte. Ces organismes génétiquement modifiés s'ap- 
pellent des « superproducteurs ». 

Les cellules bactériennes séquestrent souvent, dans des corps 
d'inclusion, de grandes quantités de ces protéines inutiles pour la 
bactérie, sous forme insoluble et dénaturée (Fig. 5-55). Les pro- 
téines extraites de ces corps d'inclusion doivent donc être renatu- 
rées, le plus souvent en les dissolvant d’abord dans une solution 
d'urée ou d'ions guanidium (substances qui induisent la dénatu- 
ration des protéines), 


1 1 
N:H—C—NH; N,H—C—NH; 
Urée lon guanidium 


puis en éliminant lentement l'agent dénaturant à travers une 
membrane qui laisse passer ce dernier, mais pas la protéine, Ceci 
peut se faire par dialyse ou ultrafiltration (Section 6-3B); la 
dénaturation et la renaturation des protéines sont discutées à la 
Section 9-1A. 

Si l'on veut éviter cette complication, on peut manipuler le 
gène de la protéine d'intérêt pour que celle-ci soit précédée de la 
séquence signal bactérienne. Chez les bactéries Gram négatif 
comme E. coli, une telle séquence induit la sécrétion de la protéine 
qui la contient dans l'espace périplasmique (c'est-à-dire entre La 
membrane plasmique et la paroi de la bactérie; les séquences 
signal sont discutées à la Section 12-4B). La séquence signal est 
ensuite enlevée par une protéase bactérienne spécifique. Les pro- 
téines ainsi sécrétées, en faible quantité, peuvent alors être libérées 
dans le milieu par un choc osmotique (Section 6-1B) qui brise la 
membrane externe (Section 1-1B: la paroi bactérienne est 
poreuse), si bien que la purification est beaucoup plus simple que 
celle des protéines intracellulaires, 

Un autre problème est que la protéine étrangère ainsi produite 
peut être toxique pour la cellule hôte (s'il s'agit d'une protéase, 
elle pourra détruire les protéines de l'hôte) et tue la culture avant 
que celle-ci ne donne assez de la protéine d'intérêt. Une solution 
est de placer le gène codant la protéine toxique sous le contrôle 
d un promoteur inductible, par exemple le promoteur lac dans un 


AGURE 5-55 Micrographie électronique d'un corps d'inclusion 
d'une protéine, lu prochymosine, dans Æ. coli. [Avec l'autorisation de 
Teruhiko Beppu, Nikon University, Japon.) 


tion 5-4A). La liaison de ce dernier au promoteur lac préviendra 
l'expression de la protéine étrangère comme elle le fait pour les 
gènes de l'opéron lac (Fig. 5-25a). Lorsque les cellules ont atteint 
une haute concentration dans la culture, y on ajoute un inducteur 
qui libère le répresseur et permet l'expression de la protéine étran- 
gère (Fig. 5-25b), celle-ci étant produite en grande quantité avant 
que les bactéries ne meurent. Pour le répresseur lac, l'inducteur de 
choix est l'isopropylthiogalactoside (IPTG ; Section 31-1A), un 
analogue synthétique non métabolisable de l'allolactose, inducteur 
naturel du répresseur lac. 

Lorsqu'on insère un segment d'ADN dans un vecteur (voir 
Fig. 5-46), les paires de bouts collants produites par restriction 
peut se réassocier, En conséquence, les produits d’une réaction de 
ligation contiendront des vecteurs réunis en tandem, les inserts, et 
diverses combinaisons linéaires et circulaires des précédents. S'il 
s'agit de systèmes d'expression, 50 % des gènes de structure insé- 
rés dans un vecteur circulaire le seront dans le mauvais sens par 
rapport aux séquences de contrôle transcriptionnel et traductionnel 
et ne seront donc pas exprimés correctement. On peut améliorer 
l'efficacité de la bonne ligation en recourant au clonage direc- 
tionnel (Fig. 5-56). On utilise dans ce cas deux enzymes de res- 
triction différentes afin de produire deux types de bouts collants 
tant dans le vecteur que dans l'insert. Dans les systèmes d'expres- 
sion, on les arrange de telle manière que l'insertion du gène de 
structure ne peut se faire que dans l'orientation nécessaire à l’ex- 
pression. 


a. On peut faire produire des protéines d'eucaryotes par 
des bactéries et par des cellules eucaryotes 


La synthèse d'une protéine d'eucaryote dans un hôte proca- 
ryote soulève pluiseurs difficultés qu'on ne rencontre pas avec les 
protéines de procaryotes : 

1. Les éléments eucaryotes du contrôle de la synthèse d'ARN 
et de protéines ne sont pas reconnus par la bactérie hôte. 

2. Les bactéries ne possèdent pas la machinerie d'excision des 
introns présents dans la plupart des produits de transcription chez 
les eucaryotes ; elles ne peuvent donc réaliser l'épissage (Sec- 
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FIGURE 5-56 Construction d'une molécule d'ADN recombinant par 
clonage directionnel, On utilise deux enzymes de restriction qui donnent 
des bouts collants différents, de sorte que le fragment d'ADN étranger ne 
puisse s'insérer dans le vecteur de clonage que dans une seule orienta- 
thon. 


3, Les bactéries ne possèdent pas l'équipement enzymatique 
nécessaire aux modifications post-traductionnelles qui rendent 
fonctionnelles de nombreuses protéines d'eucaryotes (Sec- 
tion 32-5), Ainsi, les bactéries ne produisent pas de protéines gly- 
cosvlées, même si, dans de nombreux cas, la glycosylation ne 
semble pas affecter la fonction. 

4, Il arrive que les protéines d'eucaryotes soient dégradées 
nréférentiallement mar dac nrotfacne hartérisnnae (Cantinn 29 £A\ 
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On peut résoudre le problème de la non reconnaissance des 
éléments de contrôle eucaryotes en insérant la partie codante du 
gène d'eucaryote dans un vecteur contenant au site correct des 
éléments de contrôle bactérien. On peut supprimer la nécessité 
d'exciser des introns en clonant l'ADNec fait à partir de l'ARNm 
mature. On peut aussi synthétiser chimiquement le gène s'il code 
une petite protéine dont la séquence est connue (Section 7-6A). 
Aucune de ces stratégies n'est universelle, car la plupart des 
ARNm sont trop peu abondants pour être isolés des autres, et 
parce que beaucoup de protéines d'eucaryotes sont trop longues 
pour que le gène correspondant puisse être synthétisé chimique- 
ment. De même, il n'y a pas de recette générale pour résoudre 
la question des modifications post-traductionnelles des protéines 
d'eucaryotes. 

Récemment, la protéolyse de certaines protéines d'eucaryotes 
par la bactérie a pu être évitée en insérant, dans la même phase 
de lecture, le gène d'eucaryote dans un gène bactérien. On 
obtient ainsi une protéine hybride ou protéine de fusion pos- 
sédant du côté N-terminal un polypeptide d'origine bactérienne, 
qui empêche, dans certains cas, les protéases bactériennes de 
reconnaître la nature étrangère du segment d'origine eucaryo- 
tique. La purification d'une protéine de fusion peut être grande- 
ment facilitée en tirant parti des propriétés de liaison spécifique 
de sa partie N-terminale dans une technique appelée chromato- 
graphie d’affinité (Section 6-3C). De plus, la partie C-terminale 
insoluble d'une protéine peut devenir soluble au sein d'une pro- 
téine de fusion. Les deux segments polypeptidiques peuvent être 
ensuite séparés par un traitement avec une protéase qui coupe un 
site spécifique placé exprès à la jonction entre les deux segments 
(voir ci-dessous). 

La mise au point de vecteurs de clonage pouvant se propager 
dans des hôtes eucaryotes, comme la levure ou les cellules ani- 
males en culture, a permis de résoudre la plupart de ces diffi- 
cultés (la maturation post-traductionnelle, en particulier la gly- 
cosylation, peut cependant se faire de manière différente entre les 
eucaryotes). Les vecteurs fondés sur les baculovirus, qui se répli- 
quent en cultures de cellules d'insectes, sont très intéressants à 
cet égard. Enfin, on dispose de vecteurs navettes qui peuvent se 
multiplier aussi bien dans E. coli que dans la levure et peuvent 
donc faire passer des gènes clonés entre ces deux types de cel- 
lules. 


b. La production de protéines par des organismes 
recombinants conduit à des applications importantes 


La possibilité de synthétiser une protéine donnée en grandes 
quantités a déjà eu un impact considérable en médecine, en agri- 
culture et dans l'industrie. Les produits utilisés couramment en 
clinique comprennent l'insuline humaine (une hormone polypep- 
tidique qui contrôle le métabolisme énergétique et dont dépend la 
survie de certains diabétiques; Section 27-3B), l'hormone de 
croissance humaine (somatotropine, qui assure le développement 
des muscles, des os et du cartilage et qui est utilisée pour stimuler 
la croissance d'enfants trop petits ; Section 19-1J), l'érythropoié- 
tine (facteur de croissance protéique sécrété par le rein, qui stimule 
la production des globules rouges et est utilisé pour traiter l'ané- 
mie due à certaines maladies rénales), plusieurs types de facteurs 
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(colony-stimulating factors, utilisés pour combattre certains 
effets cytotoxiques de la chimiothérapie et pour faciliter la tolé- 
rance aux greffes de moelle osseuse), ainsi que l'activateur tissu- 
laire du plasminogène (t-PA, pour solubiliser les caillots san- 
guins responsables des infarctus du myocarde et de certains 
accidents vasculaires cérébraux ; Section 35-1F). Les vaccins syn- 
thétiques comprenant les composants non pathogènes mais immu- 
nogènes des agents pathogènes, permettent de supprimer les 
risques dus à l'utilisation, comme vaccins, de virus ou de bactéries 
tués ou atténués ; ils permettent aussi la conception de nouveau 
types de vaccins. L'utilisation de facteurs de coagulation recom- 
binants dans le traitement de l'hémophilie (maladie héréditaire où 
manque un de ces facteurs ; Section 35-1C) a permis d'éviter de 
devoir extraire ces protéines rares à partir de grandes quantités de 
sang humain et donc de supprimer le risque élevé que des hémo- 
philes ne contractent des maladies transmises par le sang, comme 
l'hépatite et le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). 
La somatotropine bovine (bST) est connue depuis longtemps 
comme stimulant la lactation chez les vaches laitières à raison d'un 
gain de 15 % environ. Son utilisation a été rendue économique- 
ment intéressante grâce à la technique de l'ADN recombinant, car 
la bST ne pouvait être obtenue auparavant qu'en quantités très 
faibles à partir des hypophyses de bovins. La somatotropine por- 
cine recombinante (pST), administrée à des porcelets, assure une 
croissance de -15 % supérieure et une viande plus maigre, avec 
20 % de nourriture en moins. 


c. La mutagenèse dirigée ou la mutagenèse par cassettes 
fournit des protéines dont la séquence est modifiée 


spécifiquement 


Il est aussi important de pouvoir modifier à volonté des pro- 
téines en vue d'applications particulières, et ce en changeant leur 
séquence en acides aminés à des endroits bien préciss. Une 
méthode mise au point par Michael Smith est la mutagenèse 
dirigée. Ici, on réalise la réplication du gène d'intérêt par l'ADN 
polymérase | en utilisant comme amorce un oligonucléotide 
contenant un court segment de ce gène dont la séquence corres- 
pond à la nouvelle séquence en acides aminés souhaitée (pour 
les techniques de synthèse, voir la Section 7-SA). Une telle 
amorce pourra s’hybrider à la séquence sauvage correspondante 
si le mésappariement ne porte que sur quelques bases, et son 
extension par l'ADN polymérase fournira le gène modifié 
(Fig. 5-57). Celui-ci peut alors être inséré dans un organisme 
adéquat par les techniques exposées à la Section 5-5C et propagé 
(cloné) en quantité désirée. La mutagenèse dirigée peut aussi se 
faire par PCR en utilisant une amorce mutée pour amplifier le 
gène d'intérêt, de sorte que sa séquence soit modifiée comme on 
le souhaite. 

L'obtention, par mutagenèse dirigée, d'un variant de la sub- 
tilisine (Section 15-3B) en remplaçant la Met 222 par Ala (Met 
222 — Ala) a permis d'utiliser cette protéase bactérienne dans 
les détergents pour lessives qui contiennent un agent blanchissant 
(ce dernier inactive la subtilisine normale en oxydant le résidu 
Met 222). On peut produire des anticorps monoclonaux (popu- 
lation homogène d'anticorps produits par un clone cellulaire ; 
Sections 6-1D et 35-2B) dirigés contre des protéines spécifiques 
et de les utiliser comme agents antitumoraux. Cependant, étant 
donné aue les anticorns monoclonaux actuels sont des protéines 
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FIGURE 6-57 Mutagenèse dirigée, Un oligonucléotide comprenant les 
changements de bases désirés est synthétisé chimiquement et hybridé à 
l'ADN codant le gène à modifier (brin en vert). L'amorce mésappariée 
est ensuite allongée par l'ADN polymérase 1, ce qui produit le gène muté 
(brin en bleu). Celui-ci peut alors être inséré dans un hôte approprié pour 
donner de grandes quantités de l'ADN mutant ou de l'ARN correspon- 
dant, ou encore pour produire la protéine modifiée, traduite à partir de ce 
demier, et (ou) pour donner un organisme génétiquement modifié. 


de souris, ils sont inefficaces comme agents thérapeutiques chez 
l'Homme parce qu'ils provoquent une réponse immunitaire 
contre les protéines de souris. Cet obstacle peut être levé en 
«humanisant» les anticorps monoclonaux: on remplace par 
mutagenèse dirigée les séquences spécifiques de souris par des 
séquences humaines, non reconnues par le système immunitaire 
humain. 

Dans la mutagenèse par cassettes, on synthétise chimique- 
ment des oligonucléotides complémentaires contenant la ou les 
mutations d'intérêt (Section 7-6A) et on les hybride pour obte- 
nir une « cassette » double brin. Cette cassette est insérée dans le 
gène cible, qui doit donc contenir un site de restriction approprié 
unique (lequel peut être créé par mutagenèse dirigée, la cassette 
possédant les bouts collants correspondants). Autre possibilité : si 
la cassette est destinée à remplacer un fragment du gène cible, 
ce fragment doit être flanqué de deux sites de restriction, pour 
bien faire différents, La mutagenèse par cassette est très utile si 
l'on veut insérer un court peptide dans une protéine d'intérêt (par 
exemple, un site clivable par une protéase dans une protéine de 
fusion), ou bien soumettre une région particulière d'une protéine 
à la mutagenèse à répétition, ou encore produire une protéine en 
autant d'exemplaires différents qu'il y a de séquences possibles 
dans un court segment de celle-ci (en synthétisant un mélange de 
cassettes contenant tous les variants de tous les codons; Sec- 
tion 7-60). 


Nous verrons dans ce traité de nombreux exemples dans les- 
quels la fonction d'une protéine a été caractérisée en remplaçant 
par mutagenèse dirigée un résidu spécifique ou un segment poly- 
peptidique, susceptibles de jouer un rôle fonctionnel ou structural 
important. On comprendra donc que la mutagenèse dirigée soit 
devenue indispensable en enzymologie. 


d. Les gènes rapporteurs peuvent être utilisés pour évaluer 
l’activité transcriptionnelle 


La vitesse à laquelle un gène de structure est transcrit dépend 
de ses séquences de contrôle (généralement situées en amont). On 
peut donc évaluer cette vitesse en remplaçant sa portion codante 
par celle d'un gène indicateur, en jargon scientifique : gène rap- 
porteur, qui code une protéine facile à détecter, ou en la fusion- 
nant en phase avec un tel gène. Un gène rapporteur déjà mentionné 
est le gène LacZ, dont le taux d'expression est évalué sur base de 
l'intensité de la coloration bleue qui apparaît en présence de X-gal 
(Section 5-5C). Il existe un grand nombre de gènes rapporteurs. 
Un des plus populaires est celui qui code la protéine à fluores- 
cence verte (GFP). Celle-ci, produite par la méduse biolumines- 
cente Aequora victoria, émet une lumière fluorescente verte d'une 
longueur d'onde (à son maximum) de 508 nm lorsqu'elle est irra- 
diée par une lumière bleue ou ultra-violette (idéalement 400 nm). 
Cette protéine non toxique possède une fluorescence intrinsèque et 
cette activité ne requiert ni substrat ni cofacteur, contrairement à 
d’autres protéines fluorescentes. On peut donc en détecter la pré- 
sence sous UV ou avec un fluorimètre, et la localisation cellulaire 
avec un microscope à fluorescence (Fig. 5-58). Une manière de 
déterminer l'activité transcriptionnelle d'un gène est donc de pla- 
cer le gène GFP sous le contrôle du gène en question (la GFP reste 
fluorescente au sein d'une protéine de fusion). On a produit par 
génie génétique nombre de variants de la GFP qui se distinguent 
par leurs longueurs d'onde d'excitation et d'émission. On peut 
ainsi suivre simultanément l'activité transcriptionnelle de plusieurs 
gènes différents. De plus, la mise au point de variants de la GFP 
sensibles au pH permet de déterminer le pH dans les comparti- 
ments cellulaires. 


H. Organismes transgéniques 
et thérapie génique 


Pour de nombreuses applications, on préfère modifier un orga- 
nisme, plutôt qu'un gène codant une protéine à modifier, ce qui 
correspond mieux à ce qu'on appelle le génie génétique, Les orga- 
nismes multicellulaires qui expriment un gène venant d’une autre 
espèce sont appelés transgéniques et ces gènes transférés s’ap- 
pellent transgènes. Pour rendre la modification permanente, c'est- 
à-dire héréditaire, le transgène doit être intégré de manière stable 
dans les cellules germinales. Dans le cas de la souris, on réalise 
cette opération en injectant (transfectant) l'ADN cloné codant les 
caractères désirés dans un pronucleus d'un ovule fécondé 
(Fig. 5-59 ; un ovule fécondé contient deux pronuclei, l’un prove- 
nant du spermatozoïde et l'autre de l'ovule, qui fusionnent pour 
former le noyau de l'oeuf), et en réimplantant l'ovule dans l’uté- 
rus d’une mère porteuse, L'ADN s'intègre au hasard dans le 
génome du pronucleus par un mécanisme mal compris. Une autre 
technique est de transfecter le gène modifié (que l'on peut 
d'ailleurs nrénarer de enrte au'il remnlace nar recomhinaison le 
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FIGURE 5-58 La protéine à fluorescence verte (GFP) comme gène 
rapporteur. Une drosophile a été « transformée » avec le gène codant la 
GFP placé sous le contrôle du gène per de Drosophila. Le gène per code 
une « protéine de l'horloge interne », protéine impliquée dans la régula- 
tion du rythme circadien (journalier) de la mouche. On constate que l'in- 
tensité de la fuorescence verte dans La tête, isolée du corps comme mon- 
tré ici, oscille en fonction de l'heure du jour et que ce rythme peut être 
modifiée par la lumière (cette fluorescence se manifeste également dans 
d'autres parties du corps). On conclut que les cellules de Drosophila pos- 
sèdent des photorécepteurs individuels, ainsi qu'une horloge indépen- 
dante, Alors qu'on considérait la tête comme « l'oscillateur en chef » de 
la mouche, on voit ici qu'elle ne coordonne pas tous les rythmes de l'ani- 
mal. [Avec l'autorisation de Steve A. Kay, The Scripps Research Insti- 
tute, La Jolla, California} 
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FIGURE 5-59 Microinjection d'ADN dans le pronucleus d’un ovule 
fécondé de souris. L'ovule est maintenu par une succion appliquée 
par une pipette, vue du côté gauche de la figure. [Science Vu/Visuals 
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gène normal) dans des cellules souches embryonnaires, cellules 
indifférenciées qui peuvent donner naissance in utero à un orga- 
nisme complet, En transfectant un gène rendu inactif on peut ainsi 
inactiver («to knock out ») de façon permanente le gène normal 
correspondant. Les hétérozygotes pour le gène modifié par l'une 
ou l'autre de ces méthodes peuvent être croisés de façon à donner 
une descendance d’homozygotes pour le gène modifié. Le recours 
aux souris transgéniques, en particulier les souris knockout a lar- 
gement contribué à la compréhension de l'expression des gènes 
chez les vertébrés (Section 34-4C). 


a. Les organismes transgéniques offrent de nombreuses 
applications 


Des protocoles ont été mis au point pour produire des animaux 
d'élevage transgéniques tels que bovins, chèvres, porcs, moutons, 
mules et chevaux (on a aussi cloné, outre les souris de laboratoire, 
des lapins et des chats). Ces animaux pourraient gagner plus de 
poids avec moins d'aliments et/ou mieux résister à certaines mala- 
dies. Cependant, ces objectifs demandent une meilleure connais- 
sance des gènes impliqués. Une application surprenante est de 
faire produire dans le lait d'animaux d'élevage transgéniques des 
protéines d'intérêt pharmaceutique, comme l'hormone de crois- 
sance humaine ou des facteurs de coagulation sanguine. De telles 
vaches transgéniques pourraient produire, selon les prévisions, 
plusieurs grammes de protéine étrangère par litre de lait, ce qui 
correspondrait à des dizaines de kg par an, et ceci à un coût bien 
moindre que par des bactéries modifiées. Un petit troupeau de 
vaches pourrait ainsi satisfaire aux besoins mondiaux en une pro- 
téine particulièrement utilisée en médecine. 

La transplantation rénale, hépatique, pulmonaire ou cardiaque 
à partir de donneurs (l'allotransplantation ; du grec allos, autre) 
a permis de sauver des dizaines de milliers de vies ces trois der- 
nières décennies. Cependant, la pénurie d'organes est telle qu'aux 
États-Unis, par exemple, on ne peut satisfaire qu à 5 % des 
demandes. Une solution serait de transplanter des organes tirés 
d'animaux de taille humaine, tels que le porc (la xénotransplan- 
tation; du grec xenos, étranger). Cependant, un organe de porc 
transplanté chez l'Homme est détruit en quelques minutes par une 
suite de réactions du système du complément (la première ligne 
des défenses immunologiques ; Section 35-2F) qui sont déclen- 
chées par les antigènes étrangers bordant les vaisseaux sanguins de 
la xénogreffe. Ce rejet suraigu survient parce que le tissu porcin 
ne possède pas les protéines (humaines) qui inhibent le système du 
complément humain. On a pu éviter un tel rejet lors de transplan- 
tations, chez des primates, d'organes de porcs transgéniques pour 
ces protéines inhibitrices du complément. Bien que de nombreux 
problèmes subsistent, la xénotransplantation devrait, grâce au 
génie génétique, pouvoir remplacer dans certains cas l'allotrans- 
plantation. 

Des plantes transgéniques commencent aussi à être dispo- 
nibles, augurant d'une nouvelle « révolution verte », comme celle 
qui a commencé à changer l'agriculture mondiale il y a une tren- 
taine d'années. Par exemple, lors de la sporulation plusieurs 
souches de la bactérie du sol Bacillus thuringiensis (Bt) expriment 
des protéines qui se lient spécifiquement aux cellules intestinales 
de certains insectes. Elles provoquent la lyse de ces cellules et la 
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protéines sont des à-endotoxines, et les spores de Bt les contien- 
nent sous forme de cristaux de protéines. Elles sont inoffensives 
pour les vertébrés ; les spores de Bt ont donc été utilisées pour 
contrôler les attaques de chenilles processionnaires. Malheureu- 
sement, l'effet protecteur par Bt dure peu de temps. Cependant, le 
gène pour une telle endotoxine a été cloné et a été transféré chez 
le maïs. Les essais sur le terrain ont démontré une protection 
contre la pyrale du maïs, gros ravageur qui vit pendant la majeure 
partie de son cycle à l'intérieur même de la plante et est donc inac- 
cessible aux insecticides. Ainsi, dans les plantations de maïs Bt, 
pratiquées à grande échelle aux États-Unis, l'emploi d'insecticides 
chimiques a pu être très réduit. Les gènes des &-endotoxines ont 
été clonés dans de nombreuses plantes d'intérêt agronomique, 
comme la pomme de terre, le soja et le coton. L'on modifie les 
plantes par génie génétique pour augmenter leur résistance aux 
herbicides (ce qui permet d'adapter l'usage de ceux-ci dans le 
contrôle des mauvaises herbes), aux virus, aux bactéries et aux 
champignons; pour mieux contrôler la maturation (de façon à 
mettre la récolte sur le marché en temps opportun) ; pour accroître 
la tolérance aux modifications de l'environnement, telles que le 
froid, la chaleur, l'humidité et la salinité ; pour modifier la teneur 
en vitamines, amidon, protéines et matières grasses (afin d'amé- 
liorer les propriétés nutritionnelles et la production des denrées ali- 
mentaires de base). 


b. La thérapie génique ouvre d'importantes perspectives 
médicales 


La thérapie génique, c'est-à-dire le transfert de matériel 
génétique nouveau aux cellules d'un individu dans un but théra- 
peutique pour ce même individu, est devenue réalité depuis 1990, 
lorsque W. French Anderson et Michael Blaese l'ont tentée avec 
succès chez deux enfants (Section 28-4A) souffrant d'immuno- 
déficience combinée sévère (SCID: appellation qui recouvre 
plusieurs maladies génétiques, invalidant le système immunitaire 
au point que les patients ne peuvent survivre que dans un envi- 
ronnement stérile). On connaît actuellement près de 4000 mala- 
dies génétiques qui sont des cibles potentielles pour la thérapie 
génique. 


Bien que plusieurs protocoles de transfert de gènes soient 
actuellement mis au point pour la thérapie génique, ceux qui utili- 
sent des rétrovirus comme vecteurs sont les plus employés. Les 
rétrovirus sont des virus à ARN capables, lors de leur entrée dans 
la cellule hôte, d'utiliser leur transcriptase réverse pour transcrire 
en ADN complémentaire leur génome viral, formant ainsi un 
hybride ARN-ADN. L'enzyme utilise alors l'ADN néo-synthétisé 
comme matrice pour synthétiser un ADN complémentaire iden- 
tique à l'ARN tout en dégradant l'ARN initial (Section 30-4C). 
L'ADN double brin ainsi formé est ensuite intégré à un chromo- 
some (dont il fera désormais partie) de l'hôte, une propriété très 
intéressante pour le transfert de gènes. Les ARN rétroviraux qui 
font l'objet de ces protocoles ont été modifiés auparavant de 
manière à remplacer les gènes codant les protéines essentielles au 
virus par les gènes adéquats pour la thérapie génique. Les cellules 
infectées par ces virus modifiés contiennent donc les gènes à trans- 
férer dans leurs chromosomes et n’ont plus l'information géné- 
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Il existe trois types de thérapie génique : 


1. La méthode ex vivo (hors de l'organisme) qui consiste à pré- 
lever les cellules, y faire pénétrer le vecteur et les réinjecter. On la 
pratique d'habitude sur cellules de moelle osseuse, qui contiennent 
les précurseurs des cellules sanguines. 


2. L'approche in situ, lors de laquelle le vecteur est introduit 
directement dans le tissu malade. On y recourt, par exemple, pour 
traiter des tumeurs en y injectant un vecteur porteur d’un gène 
qui code une toxine ou qui peut rendre la tumeur sensible à la 
chimiothérapie ou au système immunitaire ; ou encore pour trai- 
ter la mucoviscidose, par inhalation d'un aérosol qui contient un 
vecteur codant la protéine normale (la mucoviscidose, ou fibrose 
kystique, est une des maladies génétiques les plus fréquentes. 
Elle résulte de la déficience d’une protéine impliquée dans la 
sécrétion des ions chlorure dans les poumons et d’autres tissus, 
d'où la production d'un mucus trop épais. Ceci conduit à des 
infections pulmonaires à répétition qui peuvent entraîner une 
mort précoce). 

3. La méthode in vivo (dans l'organisme). Ici, le vecteur est 
injecté directement dans la circulation sanguine. Bien qu'aucun 
essai clinique n'ait été publié, c'est en principe la méthode de 
choix pour la thérapie génique. 


Le premier succès clinique bien documenté de la thérapie 
génique a été publié par Alain Fischer. Deux enfants ont été 
apparemment guéris, par traitement ex vivo de cellules de leur 
moelle osseuse, d'une forme de SCID appelée SCID-X1 (causée 
par une mutation du gène codant le récepteur yc des cytokines, 
facteurs de croissance protéiques qui sont requis pour la diffé- 
renciation, la multiplication et la survie des globules blancs appe- 
lés cellules T : Section 35-2D). Plusieurs autres enfants ont été 
ainsi traités depuis lors, mais deux d'entre eux ont développé une 
leucémie (qui a heureusement répondu à chimiothérapie) attri- 
buée à l'insertion du vecteur viral dans un site inapproprié du 
génome. Les recherches doivent donc encore progresser dans la 
mise au point de vecteurs efficaces et sûrs, moyennant quoi la 
thérapie génique pourrait révolutionner la pratique médicale dans 
les années à venir. 


LL Implications sociales, éthiques et légales 


Lors de la naissance du génie génétique au début des années 
1970, les scientifiques connaissaient peu de choses concernant 
l'absence de risque des expériences proposées. II était facile de 
comprendre qu'il serait téméraire de chercher à introduire le gène 
de la toxine de la diphtérie (Section 32-3G) dans £. coli, ce qui 
transformerait ce symbiote de l'Homme en pathogène mortel. 
Mais était-ce facile d'évaluer les risques biologiques d'un clo- 
nage, dans ce même E. coli, des gènes viraux responsables de 
tumeurs, même s'il s'agissait d’une technique utile pour la 
recherche sur ces virus? On comprend ainsi que les biologistes 
moléculaires aient décidé en 1975 un moratoire sur les expé- 
riences de clonage moléculaire, jusqu'à ce que les risques soient 
évalués. Cette décision provoqua un débat passionné, d'abord 
entre les biologistes moléculaires, puis sur la place publique. Ce 
débat opposait ceux pour qui le bénéfice énorme attendu des 
recherches sur l'ADN recombinant justifiait qu'elles soient pour- 
suivies dès que des mesures de sécurité seraient prises. et ceux 
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pour qui le danger potentiel était si grand que de telles 
recherches devraient être arrêtées de toute façon. 


Le point de vue des premiers a prévalu, puisqu'en 1976 le 
gouvernement des États-Unis édicta des règles concernant la 
recherche sur l'ADN recombinant. Les expériences indiscutable- 
ment dangereuses étaient interdites. Pour d'autres, il fallait 
empêcher la dissémination d'organismes de laboratoires en les 
confinant par des moyens physiques ou biologiques. Le confine- 
ment biologique signifie que l’on ne clonera des plasmides 
modifiés que dans des cellules hôtes dont le génotype déficient 
ne permet pas leur survie en dehors du laboratoire. Par exemple, 
la souche 71776 est la première d'E. coli qui ait été reconnue 
sans risque parce qu'elle possède plusieurs caractéristiques de ce 
type, dont un besoin en acide diaminopimélique. Ce métabolite 
intermédiaire dans la biosynthèse de la lysine (Section 26-5B) 
n’est en effet disponible ni dans l'intestin humain ni dans l'en- 
vironnement. 


Avec les progrès de la recherche sur l'ADN recombinant, il est 
apparu que les craintes étaient excessives et très souvent sans fon- 
dement. Pas un seul organisme génétiquement modifié produit 
jusqu'ici n'a posé un risque inattendu pour la santé, Au contraire, 
les techniques de l'ADN recombinant ont très souvent supprimé 
des risques pour la santé, comme ceux auxquels sont exposés les 
chercheurs qui étudient des pathogènes dangereux, tels que le 
virus du SIDA. En fait, les règles à appliquer en recherche 
sur l'ADN recombinant s’assouplissent régulièrement depuis 
1979, 


L'apparition de nouvelles techniques de génie génétique pose 
cependant des questions aux plans social, éthique et légal 
(Fig. 5-60). Par exemple, on prescrit en routine de l'érythropoié- 
tine pour traiter l’anémie qui résulte de certaines maladies rénales. 
Faut-il pour autant autoriser son usage chez les athlètes qui veu- 
lent augmenter le nombre de leurs globules rouges et donc la capa- 
cité de leur sang à transporter de l'oxygène ? Un tel dopage sans 
contrôle peut en effet épuiser le muscle cardiaque. Peu de per- 
sonnes contestent la thérapie génique quand il s'agit de guérir, si 
c'est possible, des maladies génétiques comme l'anémie falci- 
forme (affection douloureuse et débilitante due à une forme anor- 
male des globules rouges et qui peut conduire à une mort précoce : 
Section 10-3B) ou la maladie de Tay-Sachs (causée par l'absence 
d'hexosaminidase À, une enzyme lysosomiale, et caractérisée par 
un dysfonctionnement progressif des neurones avec issue fatale 
vers l'âge de trois ans; Section 25-8C). Cependant, s'il devient 
possible de changer des caractères complexes (multigéniques), 
comme la force physique ou l'intelligence, quels sont les change- 
ments souhaitables, et dans quelles circonstances, et qui doit déci- 
der s'il faut les mettre en œuvre ? Faut-il recourir à la thérapie 
génique uniquement pour corriger des maladies héréditaires à 
l'échelle des cellules somatiques d'un individu, ou bien peut-on 
chercher à modifier aussi les gènes de la lignée germinale, qui 
pourront alors être transmis sous cette forme nouvelle aux géné- 
rations ultérieures ? On sait cloner des ovins, des bovins, des sou- 
ris. Que penser du clonage d'êtres humains, naturellement doués 
ou préalablement modifiés par génie génétique ? S'il devient pos- 
sible de connaître la constitution génétique d’un individu, pourra- 
t-on utiliser cette information pour évaluer ses capacités scolaires 
ou son adéquation à tel emploi, ou encore pour calculer sa police 
d'assurance ? Selon la lévislation des États-Unis. on neut breveter 
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PHOTOSYNTHESIS, AND DROUGHT-RESISTANCE LIKE 
THE MAGNIFICENT SPECIMEN ON MY RIGHT = 
SOI PRESENT THIS MEDAL TO ---- Ç 


FIGURE 5-60 |Dessin par T.A. Bramley, in Andersen, K., Shanmugam, 
K.T., Lim, S.T., Csonka, L.N., Tait, R.. Hennecke, H., Scott, D.B., 
Hom, S.S.M.. Haury, J.F., Valentine, A., and Valentine, R.C., Trends 


des gènes humains nouvellement séquencés, même si on ne 
connaît pas leur fonction. Dans quelle mesure ces nouveaux droits 
de propriété n'empêcheront-ils pas la mise au point de thérapeu- 


USING PLASMIDS, YOU PRODUCED ENTIRELY NEW PLANTS 
WITH NITROGEN-FIXING ABILITY, ENORMOUSLY-ENHANCED 


Biochem. Sci. 5, 35 (1980). Copyright © Elsevier Biochemical Press, 
1980, Avec autorisation. | 


tiques fondées sur de tels gènes ? Autant de questions qui ressor- 
tissent au domaine de cette nouvelle discipline philosophique 
appelée bioéthique. 


D D PT Rp 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 & Nucléotides et acides nucléiques Un nucléotide comprend 
un ribose ou un 2°-désoxyribose dont l'atome C1” établit une liaison 
glycosidique avec une base azotée et dont la position 3° ou 5’ est estéri- 
fiée par un groupe phosphate. Les nucléosides sont dépourvus de ce 
groupe phosphate. Dans la grande majorité des nucléotides, les bases 
azotées sont les purines adénine et guanine, et les pyrimidines cytosine 
et thymine (dans l'ADN) ou uracil (dans l'ARN). Les acides nucléiques 
sont des polymères linéaires de nucléotides ; ces derniers comportent 
un résidu ribose dans l'ARN et un résidu désoxyribose dans l'ADN. 
Les C3" sont reliés aux C5” par une liaison phosphodiester, Dans les 


vent les règles de Chargaff : A = T (U) et G = C. L'ARN, contrairement 
à l'ADN, est sensible à l'hydrolyse alcaline. 


2 B L'ADN est le support de l'information génétique Les 
extraits de pneumocoques virulents de type S transforment les pneumo- 
coques de type R non pathogènes en forme S. Le principe transformant 
est l'ADN. De même, le marquage radioactif permet de démontrer que 
la substance génétiquement active du bactériophage T2 est l'ADN. La 
capside virale ne sert qu’à protéger l'ADN qu'elle contient et à l'injec- 
ter dans la bactérie hôte, Ceci démontre que l'ADN est la molécule de 
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3 & L'ADN en double hélice L'ADN-B désigne une double 
hélice de pas vers la droite, constituée de deux chaînes antiparallèles de 
sucre-phosphiate ayant un pas de 34 À pour 10 pb, les bases étant prati- 
quement perpendiculaires à l'axe de l'hélice. Les bases des chaînes 
opposées établissent des liaisons hydrogène d'une manière complé- 
mentaire résultant de leur géométrie, pour former les paires de bases 
A TeG:-C, dites de Watson-Crick. L'ADN se réplique selon le mode 
semi-conservatif, démontré par l'expérience de Meselson et Stahl. 
Lorsque l'ADN est chauffé à une température supérieure à sa T,,, (tem- 
pérature de dénaturation), ses deux chaînes se séparent. On peut suivre 
cette déniaturation par l'hyperchromicité du spectre UV de l'ADN 
dénaturé, On peut renaturer l'ADN en le portant à -25 °C en dessous de 
sa 7. Les molécules d'ADN sous leur forme naturelle peuvent 
atteindre de très grandes longueurs ; camme elles ont une certaine rigi- 
dué, ceci provoque facilement des cassures lors des manipulations de 
laboratoire, 


4 D Expression des gènes et réplication : vue d'ensemble Les 
gènes s'expriment selon le « dogme central » de la biologie molécu- 
lnire : l'ADN dirige sa propre réplication ainsi que sa transcription en 
ARN, lequel dirige sa traduction en protéines. L'ARN est synthétisé sur 
une matrice d'ADN par l'ARN polymérase à partir de ribonucléosides 
triphosphates. Le brin d'ADN qui sert de matrice est lu de 3° en 5’ et 
l'ARN est synthétisé de 5’ en 3”. La vitesse de transcription d'un gène 
donné dépend de sites de contrôle, Pour les ARNm, ceux-ci sont d'ha- 
bitude situés en amont du site d'initiation de la transcription, parfois sur 
de grandes distances, en particulier chez les eucaryotes. La plupart des 
ARNm des eucaryotes ne deviennent fonctionnels que moyennant des 
modifications post-transcriptionnelles telles que l'épissage (enlève- 
ment des introns et ligature des exons qui les bordent). 

Les ARNm dirigent la synthèse des polypeptides sur les ribosomes. 
Ces derniers facilitent la liaison des codons de l'ARNm aux antico- 
dons des ARNI porteurs des acides aminés correspondants, puis cata- 
lysent la formation de la liaison peptidique entre les acides aminés suc- 
cessifs. Li correspondance entre les codons et les acides aminés portés 
par les ARNI qui se lient aux codons s'appelle le code génétique. La 
liaison covalente entre ARNI et acides aminés est catalysée par des 
enzymes appelées aminoacyl-ARN1 synthétases. La bonne phase de 
lecture pour la synthèse du polypeptide suppose une sélection correcte 
du site d'initiation de la traduction. Les protéines néo-synthétisées doi- 
vent souvent subir, pour leur fonction, des modifications post-traduc- 
tionnelles, comme le clivage à des endroits bien précis ou (uniquement 
chez les eucaryotes) la glycosylation. Dans la cellule, les protéines ont 
des durées de vie qui vont de la minute pour certaines, à plusieurs jours 
ou semaines pour d'autres. 

L'ADN est synthétisé à partir de désoxynucléosides triphosphates 
par l'ADN polymérase. Cette enzyme ne peut allonger que des poly- 
nucléotides préexistants liés à la matrice d'ADN et exige donc une 
amorce, Dans la cellule, ces amorces sont des ARN synthétisés sur 
matrice d'ADN par une ARN polymérase. La réplication des deux 
brins d'ADN a lieu dans la fourche de réplication. Chez E. coli, la 
réplication de l'ADN double brin est effectuée par deux molécules 
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d'ADN polymérase III, une pour le brin avancé, une pour le brin 
retardé, Le brin avancé est synthétisé d'une pièce. Le brin retardé doit 
faire une boucle sur lui-même pour être lu de 3° vers 5”, car les DNA 
polymérases ne peuvent allonger l'ADN que dans la direction 5° — 
3"; sa synthèse est donc discontinue, Les amorces ARN pour le brin 
retardé sont synthétisées par la primase, Dès qu'un morceau du brin 
retardé a été synthétisé, son amorce est remplacée par la combinaison 
des activités d'exonucléase 5° —+ 3° et de polymérase de l'ADN poly- 
mérase I. Les morceaux successifs du brin retardé sont alors reliés 
entre eux par l'ADN ligase, Les ADN polymérases 1 et III possèdent 
également une activité exonucléasique 3° —> 5’ qui détecte les erreurs 
éventuelles d'appariement dans l'ADN néo-synthétisé et enlève les 
nucléotides mésappariés. 


5 B Le clonage moléculaire Les techniques de clonage molécu- 
laire ont révolutionné la pratique de la biochimie. Des fragments définis 
d'ADN sont produits par les endonucléases de restriction de type Il 
(enzymes de retriction), qui coupent l'ADN à des sites généralement 
palindromiques portant sur quatre à six bases, Les cartes de restriction 
fournissent des points physiques de référence facilement localisés sur 
la molécule d'ADN. Le polymorphisme de longueur des fragments de 
restriction (RFLP) permet d'identifier des différences chromosomiques 
et offre un outil excellent pour les tests d'identité, la recherche de liens 
de parenté et le diagnostic de maladies héréditaires. Un fragment 
d'ADN peut être produit en grande quantité en l'insérant dans un vec- 
teur de clonage selon les techniques de l'ADN recombinant. Les vec- 
teurs peuvent être des plasmides modifiés génétiquement, des virus, des 
cosmides, des chromosomes artificiels de levure (YAC) ou de bactéries 
(BAC). L'ADN à cloner est généralement préparé sous forme d'un 
fragment de restriction, de façon qu'il puisse être ligaturé spécifique- 
ment dans un site de restriction ouvert du vecteur. L'épissage d'un gène 
peut aussi se faire en fixant des extrémités complémentaires homopoly- 
mériques sur le fragment d'ADN et sur le vecteur, ou en fixant des 
extrémités palindromiques artificielles qui contiennent les séquences 
de restriction, qui serviront de liens cohésifs, L'introduction de vec- 
teurs recombinants dans une cellule hôte appropriée, permet la produc- 
tion du segment d'ADN étranger en quantité pratiquement illimitée. 
Les cellules effectivement transformées peuvent être identifiées avec 
des marqueurs de sélection et des substrats chromogènes. On peut 
détecter des séquences spécifiques dans l'ADN par le transfert selon 
Southern, et faire de même pour l'ARN par transfert Northern. Un gène 
particulier peut être isolé en criblant une banque génomique de l'orga- 
nisme qui possède ce gène. La réaction en chaîne à la polymérase 
(PCR) est une méthode particulièrement rapide et pratique pour identi- 
fier, comme pour obtenir, des séquences spécifiques d'ADN. Les tech- 
niques du génie génétique sont exploitées pour produire en grandes 
quantités des protéines rares ou modifiées de manière spécifique ou 
pour suivre l'expression de gènes par le biais de gènes rapporteurs tels 
que ceux codant des protéines fluorescentes. Elles sont aussi utilisées 
pour produire des plantes ou des animaux transgéniques et pour la thé- 
rapie génique. L'avènement des techniques de l'ADN recombinant sou- 
lève de nombreuses questions d'ordre social, éthique et légal, dont la 
solution déterminera l'usage qui sera fait de la biotechnologie. 
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L. La séquence des bases d'un des deux brins d'un segment de 20 pb 
d'ADN duplex est la suivante : 


5'-GTACCGTTCGACGGTACATC-3" 
Quelle est la séquence des bases du brin complémentaire ? 


2. Les bases qui ne font pas parties des paires définies par Watson et 
Crick sont importantes en biologie. Par exemple: (a) l'hypoxanthine 
(6-oxopurine) est l’une des bases possibles de l'anticodon des ARNt. Avec 
quelle base de l'ARNm l'hypoxanthine va-t-elle s'apparier ? Dessinez la 
structure d'une telle paire de bases, (b) La troisième position de l'interac- 
tion codon-anticodon entre l'ARNt et l'ARNm est souvent occupée par une 
paire G : U. Dessinez la structure vraisemblable d'une telle paire de bases. 
(c) Beaucoup d'espèces d'ARNt réunissent, au sein de leur structure, 
U : A‘ U par des liaisons hydrogène, Dessinez deux structures possibles 
dans lesquelles chaque U forme au moins deux liaisons hydrogène avec A. 
(d) Des mutations peuvent apparaître pendant La réplication de l'ADN. à 
cause de mésappariements causés par le passage transitoire à la forme tau- 
tomérique d'une base. Dessinez la structure d'une paire de buses respec- 
tant la géométrie de Watson-Crick, mais contenant une forme tautomérique 
rare de l’adénine. Quel changement de la séquence va-t-il résulter d'un tel 
mésappariement ? 

3. (a) Quelle est la masse moléculaire et La longueur d'un ADN-B 
codant une protéine de 40 kD ? (b) Combien de tours d'hélice trouve-1-on 
dans cet ADN, et quel est son rapport axial (rapport longueur sur largeur) ? 


4". L'orientation antiparallèle des chaînes complémentaires de l'ADN 
duplex a été démontrée de manière élégante par Arthur Kornberg en 1960, 
grâce à l'analyse du « nearest-neighbor » (voisin immédiat). Dans cette 
méthode, l'ADN est synthétisé par l'ADN polymérase 1 à partir de désoxy- 
nucléosides triphosphates dont un est marqué radioactivement au ?P en 
position & du groupement phosphate et les trois autres sont non marqués. 
Le produit formé est ensuite traité avec l'ADNase 1, qui catalyse l'hydro- 
lyse des liaisons phosphodiester du côté 3° de tous les désoxynucléotides. 
Dans l'exemple ci-dessus où c'est ppp*A qui est marqué (p* représente 
un groupement phosphate marqué au “?P), on peut déterminer les fré- 
quences relatives de chaque nucléotide voisin immédiat de A dans 
l'ADN, soit ApA, CpA, GpA et TpA, par l'analyse des quantités rela- 
tives de Ap*, Cp*, Gp* et Tp*. Les fréquences relatives avec lesquelles 
les 12 autres dinucléotides se présentent peuvent être déterminées en mar- 
quant, à leur tour et de la même manière, les trois autres nucléosides tri- 
phosphates pour effectuer la même réaction. Il y a alors équivalence des 
fréquences de certaines paires de dinucléotides, Cependant, ces équiva- 
lences ne seront pas identiques si l'ADN duplex est constitué par des 
chaînes parallèles ou antiparallèles. Quelles seraient les équivalences dans 
les deux hypothèses ? 


ppp°A + pppC + pppG + pppT 
PP ADN polymérase 


-«-pCpTp*ApCpCp*ApGp*Ap"ApTp- : - 


H30 —) ADNase 1 


+++ Cp+Tp* +Ap+Cp+Cp°+Ap+Gp°+Ap° +Ap+Tp+-.: 


5. Quel serait l'effet des traitements suivants sur la courbe de dénatu- 
ration d'une solution d'ADN-B dissous dans une solution 0,5M en NaC1? 
Expliquez pourquoi, (a) Diminuer la concentration en NaCI. (b) Forcer le 
passage de la solution, sous pression élevée, par un trou très étroit. 
(c) Amener la solution à O,1M en adénine. (d) Chauffer la solution à 25 °C 
au dessus du point de fusion de l'ADN et la refroidir immédiatement à 
35 °C en dessous de ce point de fusion. 


6. Quel est le mécanisme de la dénaturation de l'ADN duplex en 
milisar alain"? (eschant mue rertaines hace ennt relativement arisdlset 


7. L'ADN duplex suivant est transcrit de gauche à droite tel qu'im- 
primé ci-dessous. 


5'-TCTGACTATTCAGCTCTCTGGCACATAGCA-3" 
3'-AGACTGATAAGTCGAGAGACCGTGTATCGT-S5 * 


{a) Identifiez ke brin codant. (b) Quelle est la séquence en acides aminés du 
polypeptide codé par cette séquence d'ADN ? Supposez que la traduction 
commence au premier codon d'initiation. (c) Pourquoi la séquence UGA 
dans l'ARNm transcrit n'arrête-1-elle pas la traduction ? 


8. Après épissage, un ARNm mature a la séquence suivante, dans 
laquelle la ligne verticale indique la position de la jonction d'épissage (les 
nucléotides entre lesquels un intron a été enlevé). 


S'-CUAGAUGGUAG | 
GUACGGUUAUGGGAUAACUCUG-3" 


(a) Quelle est la séquence du polypeptide codé par cet ARNm ? Supposez 
que la traduction commence au premier codon d'initiation. (b) Quelle serait 
la séquence du polypeptide si le système d'épissage avait par erreur enlevé 
le GU du côté 3° de la jonction d'épissage ? (c) Quelle serait la séquence 
du polypeptide si le système d'épissage avait par erreur omis d'enlever un 
G à la jonction d'épissage ? (d) Y-a-t-il une relation entre les polypeptides 
dont il est question en b et en € ? si oui, pourquoi ? 


9. La prise en charge de l'acide aminé correct par un ARNt est aussi 
importante pour une traduction correcte que la reconnaissance correcte 
d'un codon par l'aminoacyl-ARNt correspondant. Pourquoi ? 


10, Lors de la réplication de l'ADN, le brin avancé et le brin retardé 
sont ainsi nommés parce que tout segment du brin retardé est toujours syn- 
thétisé après le segment correspondant du brin avancé. Expliquez pourquoi 
il doit en être ainsi, 


11. L'ADN du virus SV40 est une molécule circulaire de 5243 pb 
contenant 40 % de G + C. Si on n'a pas d'information sur la séquence, 
quels sont les nombres de sites attendus pour les enzymes de restriction 
Tagl. EcoRN, Ps, et Haell sur cette molécule ? (Les nombre réels pour 
trois de ces enzymes sont indiqués à la Fig. 5-40), 


12. Parmi les enzymes de restriction du Tableau 5-4, quelles sont 
celles qui produisent des extrémités franches ? Quels sont celles qui for- 
ment ensemble des isoschizomères (du grec isas, identique, et schizein, 
couper)? (Les isoschizomères sont des enzymes reconnaissant la même 
séquence mais qui ne coupent pas nécessairement le même site nucléoti- 
dique). Quelles sont celles qui sont des isocaudamères (du latin cauda, 
queue) (produisant des extrémités cohésives identiques) ? 


13. En étudiant une bactérie découverte récemment dans les égouts de 
votre ville, vous isolez un plasmide qui pourrait héberger des gènes confé- 
rant La résistance à plusieurs antibiotiques. Vous décidez de réaliser la carte 
de restriction de ce plasmide, Les tailles des fragments de restriction du 
plasmide sont déterminées à partir de leur mobilité électrophorétique rela- 
tive en gels d’agarose, À partir de ces tailles de fragments, données dans 
le tableau ci-dessous, construisez la carte de restriction du plasmide. 


Taille des fragments de restriction d'un ADN plasmidique 


Enzyme de restriction Taille des fragments (kb) 
EcoRl 54 

Hindi 2: 19118 

Sall 54 

EcoRl + Hindi ARMEMENCT 
EcoRl + Sal 32:22 

Hindi + Sal 1,9: 1,4: 1,2: 0,9 


14. Le plasmide pBR322 contient les gènes amp” et ter *, qui confèrent 
respectivement la résistance à l'ampicilline et à la tétracycline (Section 
32-3G), des antibiotiques. Le gène 1er * contient un site de coupure pour 
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mide. Comment feriez-vous pour sélectionner des E.coli transformés par 
PBR322 dans lequel un ADN étranger aurait été inséré dans ce site Sail ? 


15. Combien de fragments d'ADN de levure d'une longueur moyenne de 
5 kb faut-il cloner pour que la banque génomique contienne un fragment 
particulier avec une probabilité de 0,9 ; de 0,99 ; de 0,999 ? Le génome de 
levure contient 12 100 kb. 


16. De nombreuses manipulations en génie génétique sont faites avec des 
trousses vendues dans le commerce. Une entreprise comme Genbux en pré- 
pare de nouvelles et vous a demandé votre avis sur la possibilité de réali- 
ser une trousse contenant un vecteur de clonage qui serait un phage À dont 
la région centrale, non essentielle au cycle lytique, aurait été enlevée. Il 
suffirait alors à l'acheteur de faire pousser la quantité requise de phage, 
d'en isoler l'ADN, et de le cliver avec une enzyme de restriction, en étant 


ainsi dispensé d'éliminer cette région centrale. Que conseilleriez-vous à 
cette compagnie ? 
17. Quelle serait la séquence des deux amorces de 10 nucléotides suscep- 
tibles d'amplifier par PCR la région centrale de 40 nucléotides dans l'ADN 
simple brin suivant qui fait 50 nucléotides ? 
5'-AGCTGGACCACTGATCATTGACTGCTAGCGTCA 
GTCCTAGTAGACTGACG-3" 
18. Un segment de protéine dont la séquence est la suivante -Phe-Cys-Gly- 
Val-Leu-His-Lys-Met-Glu-Thr- est codé par le segment d'ADN suivant : 
5'-UUGUGCGGAGUCCUACACAAGAUGGAGACA-3" 


Proposez un oligonucléotide de 18 bases qui pourrait être utilisé en muta- 
genèse dirigée pour changer le segment Leu-His en [le-Pro. 
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D. Ultracentrifugation 


Une part importante des recherches en biochimie requiert la puri- 
fication des substances auxquelles on s'intéresse car celles-ci doi- 
vent être pratiquement exemptes de contaminants si l'on veut les 
étudier correctement. Il s'agit souvent d'un travail très considé- 
rable car une cellule type contient des milliers de substances dif- 
férentes. dont heaucoun possèdent des propriétés phvsico-chi- 


miques semblables à celles d’autres constituants cellulaires. De 
plus, la substance à laquelle on s'intéresse peut être instable et se 
trouver en quantités infimes. Ainsi, une substance qui représente 
<0,1 % du poids sec d'un tissu doit être obtenue à 98 % de pureté. 
Des problèmes de purification de cet ordre seraient considérés 
comme insurmontables par la plupart des chimistes de synthèse. I 
n'est donc pas surprenant que notre compréhension des processus 
biochimiques ait été fonction de notre capacité à purifier les sub- 
stances biologiques. 

Ce chapitre donne une vue d'ensemble des techniques les plus 
utilisées pour l'isolement, la purification et, dans une certaine 
mesure, la caractérisation des protéines et des acides nucléiques, 
ainsi que d’autres espèces de molécules biologiques. Ces tech- 
niques sont les outils de base de la biochimie et leur mise en œuvre 
représente la plus grande part des efforts quotidiens du biochimiste 
« à la paillasse ». De plus, beaucoup de ces techniques sont utili- 
sées en routine pour des applications cliniques. On peut dire 
qu'une bonne compréhension des techniques décrites dans ce cha- 
pitre est nécessaire pour apprécier la signification et les limites de 
la plupart des informations présentées dans cet ouvrage. Ce cha- 
pitre doit donc être considéré comme un outil de référence à 
consulter aussi souvent que l'exige la lecture des chapitres sui- 
vants. La plupart des techniques de séparation des protéines étant 
applicables à celle des acides nucléiques, nous verrons tout 
d’abord comment l’on purifie les protéines, puis comment l'on 
peut utiliser ces techniques pour la séparation des acides 
nucléiques. 


1 M ISOLEMENT DES PROTÉINES 


Les protéines représentent une partie importante de la masse de 
tout organisme. Une protéine peut être la substance principale d'un 
tissu, comme l'est l'hémoglobine dans les globules rouges. Inver- 
sement, une protéine comme le répresseur de l'opéron lactose 
d'E. coli (le répresseur lac, Section 31-3B) peut, normalement, ne 
se trouver qu'à raison de quelques molécules par cellule. Ce sont 
les mêmes techniques au'on utilise pour isoler et purifier ces deux 
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protéines, même si, en général, plus la concentration initiale de la 
substance est faible, plus elle est difficile à isoler à l'état pur. 

Dans cette section, nous parlerons du soin à apporter dans la 
manipulation des protéines et dégagerons une stratégie générale 
pour leur purification. Leur isolement et leur purification repré- 
sentent souvent des jours de travail pour obtenir quelques milli- 
grammes où moins de la protéine désirée. Toutefois, comme nous 
le verrons. les techniques d'analyse modemes ont atteint un tel 
degré de sensibilité que cette toute petite quantité est d'habitude 
suffisante pour caractériser entièrement la protéine. Notez que les 
techniques décrites dans ce chapitre sont utilisables pour séparer la 
plupart des molécules biologiques. 


A. Choix d'une source de protéines 


Les protéines qui assurent des fonctions identiques se retrouvent 
en général chez de nombreux organismes. Par exemple, la plupart 
des enzymes qui assurent les processus métaboliques fondamen- 
taux où qui sont impliquées dans l'expression et la transmission de 
l'information génétique, sont communes à toute vie cellulaire. 
Bien sûr, les propnétés d'une protéine donnée peuvent présenter 
des différences non négligeables selon sa source. En fait, on peut 
trouver différentes variantes d’une même protéine dans les diffé- 
rents tissus du même organisme, ou même dans les différents com- 
partiments de la même cellule. Par conséquent, si on a l'embarras 
du choix, l'isolement d'une protéine peut être fortement simplifié 
par une sélection judicieuse de la source de protéine. Ce choix doit 
tenir compte de critères tels que : possibilité de se procurer facile- 
ment des quantités suffisantes du tissu d'où l'on veut isoler la pro- 
téine, teneur de la protéine recherchée dans ce tissu, et toutes pro- 
priétés particulières de la protéine choisie qui faciliteront sa 
stabilisation et son isolement, On utilise souvent des tissus d'ani- 
maux domestiques tels que poulets, bœufs, porcs ou rats. On peut 
également partir de micro-organismes facilement disponibles 
comme £. coli ou la levure de boulangerie (Saccharomyces cere- 
visiae). Nous verrons cependant que des protéines des organismes 
les plus divers ont été étudiées. 

Les techniques de clonage moléculaire (Section 5-5) sont en 
voie de supplanter les techniques classiques de production de pro- 
téines. Pratiquement n'importe quel gène codant une protéine peut 
être isolé de son organisme d'origine, éventuellement modifié (par 
génie génétique), et exprimé en grande quantité (surexprimé) dans 
un organisme approprié mis en culture tel que E. coli ou la levure. 
La protéine ainsi clonée peut représenter jusqu'à 30 % des pro- 
téines totales de la cellule surproductnice. Ceci facilite grandement 
l'isolement de la protéine clonée, comparé à l'isolement de la 
même protéine produite par son organisme d'origine (où la pro- 
téine pourrait se trouver en quantités infimes). 


B. Techniques de solubilisation 


Pour isoler une protéine, ou toute autre molécule biologique, la 
première étape consiste à l'obtenir en solution. Dans certains cas, 
les protéines sériques du sang par exemple, la nature a déjà 
résolu ce problème. Cependant, une protéine doit être générale- 
ment libérée des cellules où elle se trouve, La technique choisie 
pour y parvenir va dépendre des caractéristiques mécaniques du 
tissu de départ ainsi que de la localisation intracellulaire de la 
protéine. 


Si la protéine recherchée se trouve dans le cytosol, il suffira de 
faire éclater la cellule (Iyse). La méthode la plus simple et la plus 
douce appelée lyse osmotique, consiste à mettre les cellules en 
suspension dans une solution hypotonique, c'est-à-dire une solu- 
tion dont la concentration molaire totale en solutés est inférieure à 
celle de l'intérieur de la cellule dans son état physiologique nor- 
mal. Grâce à la pression osmotique, l'eau diffuse dans la solution 
intracellulaire plus concentrée, provoquant ainsi le gonflement 
puis l'éclatement des cellules. Cette technique est efficace avec les 
cellules animales, mais est généralement sans effet avec les cel- 
lules qui ont une paroi cellulaire, comme les bactéries ou les cel- 
lules végétales. L'utilisation d'une enzyme, telle que le lysozyme, 
qui dégrade chimiquement les parois bactériennes (Section 15-2), 
est parfois efficace pour ces cellules. Les détergents et les solvants 
organiques comme l'acétone ou le toluène sont aussi utiles pour 
lyser les cellules, mais il faut être prudent avec ces substances car 
elles peuvent provoquer la dénaturation de la protéine recherchée 
(Section 8-4E). 

Dans beaucoup de cas, on doit recourir à un traitement méca- 
nique pour faire éclater les cellules : broyage en présence de sable 
ou d'alumine, utilisation d’un mélangeur à haute vitesse (analogue 
aux appareils ménagers), d’un homogénéiseur (instrument qui 
broie les tissus avec un piston de diamètre très ajusté qui va et 
vient à l'intérieur d’un tube cylindrique), d'une presse connue sous 
le nom de Presse de French (dispositif qui provoque l'ouverture 
des cellules en les forçant à passer sous haute pression par un tout 
petit orifice), ou d'un sonicateur (les cellules sont détruites par les 
ultrasons). Une fois les cellules ouvertes, le lysat obtenu peut être 
filtré ou centrifugé afin d'éliminer les particules cellulaires, lais- 
sant dans le surnageant la protéine recherchée. 

Si la protéine d'intérêt est un constituant de structures subcel- 
lulaires telles que membranes ou mitochondries, une purification 
très importante de la protéine peut être réalisée en séparant ces 
structures du reste du matériel cellulaire, On recourt d'habitude à 
la centrifugation différentielle. Cette technique consiste à centri- 
fuger le lysat cellulaire à une vitesse qui n’élimine que les consti- 
tuants cellulaires plus denses que l'organite que l'on veut récupé- 
rer, suivie d'une autre centrifugation qui fait sédimenter le 
constituant subcellulaire désiré. La protéine recherchée est alors 
séparée de ce dernier par extraction avec des solutions salines 
concentrées ou, dans le cas de protéines fortement liées à des 
membranes, avec des solutions de détergents ou de solvants orga- 
niques comme le butanol, qui solubilisent les lipides. 


C. Stabilisation des protéines 


Une fois la protéine hors de son contexte naturel, elle se trouve 
exposée à de nombreux agents qui peuvent l'endommager de 
manière irréversible. Ces influences doivent être contrôlées soi- 
gneusement à tous les stades du processus de purification, sous 
peine de voir le rendement de celle-ci fortement diminué, voire 
nul. 

L'intégrité structurale de beaucoup de protéines dépend du 
pH, en raison des nombreux groupes acido-basiques qu'elles por- 
tent. Afin d'éviter d'endommager les substances biologiques par 
des variations de pH, on utilise couramment des solutions tam- 
pons qui maintiennent le pH dans la zone de stabilité de ces sub- 
stances. 


Les protéines sont facilement dénaturées à haute température. 
Bien que les stabilités thermiques des protéines soient très 
variables, beaucoup d'entre elles se dénaturent lentement au des- 
sus de 25 °C. Par conséquent, la purification des protéines se fait 
normalement à des températures proches de 0 °C. Toutefois, de 
nombreuses protéines ne sont stables qu'à des températures beau- 
coup plus basses, certaines mêmes n'étant stables qu'à une tempé- 
rature inférieure à -100 °C. Réciproquement, quelques protéines 
instables au froid sont déstabilisées en dessous de températures 
critiques. 

Les caractéristiques de stabilité thermique d'une protéine peu- 
vent parfois faciliter sa purification. Une protéine thermostable 
dans un mélange brut peut être fortement purifiée en chauffant 
quelques instants le mélange, afin de dénaturer et de précipiter la 
plupart des protéines contaminantes sans affecter la protéine inté- 
ressante. 


Les cellules contiennent des protéases (enzymes qui catalysent 
l'hydrolyse des liaisons peptidiques) ainsi que d'autres enzymes 
de dégradation qui, après la lyse cellulaire, se trouvent libérées 
dans la solution en même temps que la protéine recherchée. I1 faut 
donc s'assurer que cette dernière n'est pas affectée par ces 
enzymes. On peut souvent inactiver les enzymes de dégradation à 
des pH ou des températures qui n'endommagent pas la protéine. 
On peut également utiliser des agents chimiques qui inhibent spé- 
cifiquement les enzymes de dégradation, sans affecter la protéine 
d'intérêt. Bien entendu, à mesure que le processus de purification 
avance, ces enzymes de dégradation se font de plus en plus rares. 

Certaines protéines sont plus résistantes que d’autres à la pro- 
téolyse. La purification de telles protéines peut se faire en mainte- 
nant le mélange de protéines brutes dans des conditions où les 
enzymes protéolytiques restent actives. Cette technique dite d'au- 
tolyse facilite la purification de la protéine résistante car il est 
généralement beaucoup plus facile d'éliminer sélectivement les 
produits de dégradation des protéines contaminantes plutôt que les 
protéines intactes. 

Beaucoup de protéines sont dénaturées au contact de l'interface 
air-eau, si bien qu'à faibles concentrations une fraction non négli- 
geable de la protéine peut être perdue par adsorption aux surfaces. 
Il faut donc éviter de faire mousser une solution protéique et il 
convient de la conserver sous forme concentrée. D'autres facteurs 
peuvent affecter une protéine : oxydation de résidus cystéine et for- 
mation de ponts disulfures ; contamination par des métaux lourds, 
qui peuvent se lier de façon irréversible à des protéines ; concen- 
tration saline et caractère polaire de la solution qui doivent rester 
dans la zone de stabilité de la protéine. Enfin, beaucoup de micro- 
organismes raffolent des protéines, aussi faut-il conserver celles-ci 
dans des conditions où la croissance des micro-organismes est 
inhibée [par exemple au réfrigérateur et (ou) en présence d’une 
petite quantité d'une substance toxique qui ne réagit pas avec les 
protéines, comme l’azidure de sodium (NaN,)]. 


D. Dosage des protéines 


Lorsqu'on purifie une substance, on doit pouvoir la déceler quan- 
titativement et spécifiquement. Une protéine représente rarement 
plus de quelques pour-cent du poids de son tissu d'origine et se 
trouve généralement en beaucoup plus petites quantités. De plus, 


une erande partie du maténel hiologiaue d'où est extraite la oro- 
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téine désirée est également de nature protéique. En conséquence, 
on doit disposer d'une méthode de dosage spécifique, et très sen- 
sible, de la protéine que l’on purifie. En outre, le dosage doit être 
facile à réaliser car répété de nombreuses fois, souvent à chaque 
stade de la purification. 

Parmi les dosages de protéine les plus simples, il y a ceux qui 
s'appliquent aux enzymes qui catalysent des réactions dont les 
produits sont facilement décelables. Par exemple, tel produit peut 
avoir un spectre d'absorption ou de fluorescence caractéristique 
mesurable : ou bien, la réaction enzymatique peut consommer ou 
produire un acide si bien que l’enzyme est dosable par titration. Si 
le produit d'une réaction enzymatique n'est pas facile à doser, sa 
présence peut néanmoins être révélée par un traitement chimique 
ultérieur qui donnera un produit plus facilement décelable. Sou- 
vent, on peut y parvenir grâce à une réaction enzymatique cou- 
plée, où le produit de l'enzyme que l'on veut doser est transformé 
en une molécule décelable, par une enzyme ajoutée. 


On peut doser des protéines autres que des enzymes en tirant 
parti de leur faculté de se lier à des molécules spécifiques ou en 
observant leurs effets biologiques. Par exemple, les protéines cor- 
respondant à des récepteurs sont souvent dosées en les incubant 
avec une molécule radioactive à laquelle elles se lient spécifique- 
ment, puis, après tamisage du mélange sur un filtre qui retient les 
protéines, on dose la quantité de radioactivité liée au filtre, La pré- 
sence d’une hormone peut être révélée par le biais de son action 
sur un échantillon de tissu standard ou sur l'organisme entier. Ces 
derniers types de dosage sont généralement assez longs, car la 
réponse attendue peut demander des jours. De plus, la reproducti- 
bilité de ces méthodes est souvent peu satisfaisante compte tenu du 
comportement complexe des systèmes vivants, On n'utilise donc 
ces méthodes de dosage qu'en dernier recours. 


a. Les techniques immunochimiques permettent de déceler 
facilement de petites quantités de protéines spécifiques 
Les techniques immunochimiques sont à la base de méthodes 

de dosage de protéines très sensibles et spécifiques. Ces méthodes 

utilisent des anticorps, protéines produites par le système immu- 
nitaire d'un animal en réponse à l'introduction d'une protéine 
étrangère, et qui se lient spécifiquement à cette protéine étrangère 

(les anticorps et le système immunitaire sont étudiés dans la Sec- 

tion 35-2), 

Les anticorps extraits du sérum d'un animal immunisé contre 
une protéine donnée sont produits par une multitude de cellules 
différentes. Les anticorps ainsi synthétisés constituent donc un 
mélange hétérogène de molécules qui diffèrent dans leurs spécifi- 
cités propres et dans leurs affinités de liaison avec la protéine cible. 
Les cellules qui produisent des anticorps meurent généralement 
après quelques divisions cellulaires si bien qu'il n'est pas possible 
de cultiver (cloner) l’une d'entre elles afin de produire une seule 
sorte d'anticorps en quantité suffisante. On peut cependant obtenir 
de tels anticorps monoclonaux en fusionnant une cellule produi- 
sant l'anticorps désiré avec une cellule d'un cancer du système 
immunitaire appelé myélome (Section 35-2B). La cellule résul- 
tante, appelée hybridome, a la possibilité de se diviser indéfini- 
ment et, lorsqu'elle est mise en culture, elle produit de grandes 
quantités de l'anticorps monoclonal souhaité. 

On peut détecter directement, voire isoler, une protéine en la 
fuicant préciniter avec ses anticorms correspondants. On peut aussi 
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la détecter indirectement, par dosage radio-immunologique 
appelé RIA (radioimmunoassay), en déterminant le degré de 
compétition entre la protéine et une protéine standard marquée 
(par un radio-élément) pour se lier à l’anticorps (Section 19-1A), 
Pour le dosage immunoenzymatique appelé ELISA (enzyme- 
linked immunosorbent assay) (Fig. 6-1), on procède de la façon 
suivante : 


1. L'anticorps spécifique de la protéine que l'on veut doser est 
immobilisé sur un support solide inerte, comme le polystyrène. 


2. La solution qui contient la protéine à doser est mise au 
contact du support recouvert d'anticorps dans des conditions favo- 
rables à la liaison protéine-anticorps, et les protéines qui ne se sont 
pas liées sont éliminées par lavage. 

3. Le complexe protéine-anticorps résultant est alors mis en 
présence d'un deuxième anticorps spécifique de la protéine, auquel 
on a lié par covalence une enzyme facilement dosable, 

4. Après élimination par lavage de toute enzyme non fixée, on 
dose l'enzyme du complexe immobilisé enzyme-anticorps-pro- 
téine-anticorps, et l'on en déduit la quantité de protéine présente. 


Les dosages RIA et ELISA sont tous deux très utilisés pour déce- 
ler la présence de petites quantités de protéines spécifiques ainsi 
que d’autres substances biologiques, aussi bien dans les labora- 
toires de recherche que dans les laboratoires d'analyses médicales. 
Par exemple, un test de grossesse pratiqué couramment et fiable 
quelques jours après la fécondation, utilise le dosage ELISA pour 
déceler la présence de l'hormone placentaire appelée gonadotro- 
pine chorionique (Section 19-11) dans l'urine maternelle. 


E. Stratégie générale de purification 
des protéines 


Ce n'est qu'en 1926, suite à la première cristallisation d'une 
enzyme, l'uréase du haricot-sabre (jack bean), par James Summer 
qu'on admit que les protéines sont des substances bien définies, 
Jusqu'alors, on pensait que les masses moléculaires élevées des 
protéines étaient le résultat de l'agrégation colloïdale de sub- 
stances mystérieuses de faible masse moléculaire, Lorsqu'on réa- 
lisa qu'il était possible, en principe, de purifier des protéines, on 
se mit sérieusement à l'ouvrage. 

Les techniques de purification de protéines disponibles durant 
la première moitié du vingtième siècle étaient extrêmement gros- 
sières comparées aux techniques actuelles. La purification de pro- 
téines était un travail ardu, relevant autant de l'artisanat que de la 
science, En général, la mise au point d'une méthode de purifica- 
tion satisfaisante pour une protéine donnée représentait plusieurs 
années de travail, ce qui nécessitait d'énormes quantités de maté- 
riel de départ. Malgré cela, dès 1940, environ 20 enzymes avaient 
été isolées à l’état pur. 

Depuis lors, des dizaines de milliers de protéines ont été puri- 
fiées et caractérisées à des degrés divers. Les techniques de sépa- 
ration modernes ont atteint un tel pouvoir de résolution qu'il est à 
présent possible d'obtenir en quantité des populations de protéines 
diffférentes ayant des propriétés tellement voisines que leur 
mélange aurait été pris, encore récemment, pour une seule sub- 
Stance à l'état pur. Toutefois, la mise au point d'un procédé effi- 
cace pour purifier une € protéine peut toujours constituer un défi 
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FIGURE 6-1 Test immunoenzymatique ou ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay). 


Les protéines sont purifiées par des méthodes de fractionne- 
ment. Dans une suite d'étapes indépendantes les unes des autres, 
les différentes propriétés physico-chimiques de la protéine recher- 
chée sont mises à profit pour l'isoler progressivement des autres 
substances. Le but de l'opération n'est pas tant de réduire la perte 
de la protéine désirée, que d'éliminer sélectivement les autres com- 
posants du mélange afin que seule la molécule intéressante sub- 
siste. 

On peut admettre, dans l'absolu, qu'il n'est pas possible de 
prouver qu'une substance est pure. Cependant, le critère opéra- 
tionnel pour confirmer l'état de pureté revient à la méthode dite 
par défaut : démontrer, par tous les moyens possibles, que l'échan- 
tillon d'intérêt ne contient qu'un seul constituant, Par conséquent, 
avec l'avènement de nouvelles techniques de séparation, les cri- 
tères de pureté doivent être actualisés. On sait par l'expérience 
qu'un échantillon d'une substance réputée pure, soumis à une tech- 
nique nouvelle de séparation, s'est révélé parfois être un mélange 
de plusieurs constituants. 

Les propriétés des protéines et autres biomolécules exploitées 
dans les différentes techniques de séparation sont la solubilité, la 
charge i ionique, la taille moléculaire, les propriétés d’adsorption et 


méthodes que nous allons décrire, et les caractéristiques des pro- 

téines dont elles dépendent, sont indiquées ci-dessous : 

Caractéristiques Techniques 

Solubilité : 1. Solubilisation saline (« Salting in ») 

2. Précipitation saline (« Salting out ») 

1. Chromatographie par échange d'ions 

2. Électrophorèse 

3. Focalisation isoélectrique 

1. Chromatographie d'adsorption 

2. Chromatographie sur papier 

3. Chromatographie en phase inverse 

4, Chromatographie par interactions 
hydrophobes 

1. Dialyse et ultrafiltration 

2. Électrophorèse en gel 

3. Chromatographie par filtration sur gel 

4. Ultracentrifugation 

1. Chromatographie d'affinité 


Charge ionique : 


Caractère polaire : 


Taille moléculaire : 


Spécificité de liaison : 


La suite de ce chapitre sera consacrée à la description de ces tech- 
niques de séparation. 


2 B SOLUBILITÉ DES PROTÉINES 


Les multiples groupes acido-basiques d’une protéine rendent ses 
propriétés de solubilité dépendantes de la concentration en sels 
dissous, du caractère polaire du solvant, du pH et de la tempéra- 
ture, Des protéines différentes ont des solubilités qui varient forte- 
ment dans des conditions expérimentales données : certaines pro- 
téines précipitent dans des conditions où d'autres restent 
parfaitement solubles, Ce comportement est utilisé systématique- 
ment pour purifier les protéines. 


A. Influence de la concentration en sels 


La solubilité d’une protéine en solution aqueuse est fonction de la 
concentration en sels dissous (Fig. 6-2 à 6-4). La concentration en 
sels des Fig. 6-2 et 6-3 est exprimée par ce qu'on appelle la force 


ionique, /, qui est définie par 
= cA 


où c; est la concentration molaire des différentes espèces ioniques 
et Z, leur charge ionique. On utilise ce paramètre pour tenir compte 
des effets des charges ioniques à la suite de considérations théo- 
riques concernant les solutions ioniques. Cependant, comme le 
montre la Fig. 6-3, la solubilité d'une protéine pour une force 
ionique donnée varie selon la nature des ions en solution. L'ordre 
d'efficacité de ces différents ions pour modifier la solubilité des 
protéines est pratiquement le même pour différentes protéines et 
semble essentiellement dû à la taille et à l'hydratation de l'ion. 
La solubilité d'une protéine à faible force ionique augmente 
généralement avec la concentration en sel (côté gauche de la 
Fig. 6-3 et les différentes courbes de la Fig. 6-4). L'explication de 
ce phénomène, appelé « salting in» (solubilisation saline), est la 
suivante. À mesure aue la concentration en sel de la solution oro- 
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FIGURE 6-2 Solubilité de plusieurs protéines dans des solutions de 
sulfate d’ammonium. [D'après Cohn, EI. et Edsall, J.T., Proteins, 
Amino Acids and Peptides, p. 602, Academic Press (1943).] 


"o 1,0 2.0 3,0 4,0 
Force ionique 

FIGURE 6-3 Solubilité de la carboxyhémoglobine à son point isoélec- 
trique en fonction de la force ionique et de la nature des ions, S et S' 
sont, respectivement, les solubilités de la protéine dans la solution saline 
et dans l'eau pure, C'est le logarithme de leurs rapports qui a été porté en 
graphique, afin que les courbes de solubilité soient à la même échelle. 
[D'après Green, AA. J. Biol. Chem. 95, 47, 1932).] 


téique augmente, les contre-ions ajoutés entourent de manière plus 
efficace les multiples charges ioniques des molécules protéiques, 
augmentant ainsi leur solubilité. 

Pour des forces ioniques élevées, la solubilité des protéines, 
tout comme celle d'autres substances, diminue. Cet effet, appelé 
« saltine out» (nrécinitation saline). est dû essentiellement à la 
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FIGURE 6-4 Solubilité de La b-lactoglobuline en fonction du pH à 


différentes concentrations de NaCL [D'après Fox, S. et Foster, LS.. 
Introduction to Protein Chemistry. p. 242, Wiley, 1975).} 


compétition entre les ions salins ajoutés et les autres solutés dis- 
sous, pour la solvatation des molécules. Pour de fortes concentra- 
tions salines, il y a tellement d'ions ajoutés qui sont solvatés, que 
la quantité de solvant disponible est insuffisante pour dissoudre les 
autres solutés, En thermodynamique, on dit que l’activité du sol- 
vant (concentration réelle; Appendice au Chapitre 3) a diminué. Il 
s'ensuit que les interactions soluté-soluté sont plus fortes que les 
interactions soluté-solvant, d'où la précipitation du soluté. 

Le « salting out » est à la base des méthodes les plus courantes 
de purification des protéines. La Fig. 6-2 montre que les solubili- 
tés de différentes protéines varient fortement selon la concentra- 
tion en sel. Par exemple, pour une force ionique de 3, le fibrino- 
gène est beaucoup moins soluble que les autres protéines de la 
Fig. 6-2. En amenant la concentration en sel d'une solution conte- 
nant un mélange de protéines à une valeur tout juste inférieure à 
celle pour laquelle la protéine désirée précipite, on élimine de la 
solution beaucoup de protéines indésirables. Puis, après avoir fil- 
tré ou centrifugé les protéines précipitées, on augmente la concen- 
tration en sel de la solution restante afin de précipiter la protéine 
recherchée. Par ce procédé, on peut purifier et concentrer de façon 
significative de grandes quantités de la protéine. En conséquence, 
la précipitation saline constitue souvent la première étape des 
méthodes de purification de protéines. Le sulfate d'ammonium est 
le sel le plus utilisé pour purifier les protéines par exclusion, car sa 
très grande solubilité (3,9 M dans l'eau à O °C) permet de prépa- 
rer des solutions à forces ioniques élevées (jusqu'à 23,4 dans l'eau 
à O °C). 

Certains ions, en particulier F, CI1O;, SCN-, Li*, Mg?*, Ca* et 
Ba** augmentent la solubilité des protéines au lieu de les précipi- 
ter. Ces ions peuvent également dénaturer les protéines (Section 8- 
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téines stabilisent leurs structures natives, si bien que les protéines 
précipitées par « salting out » ne sont pas dénaturées. 


B. Influence des solvants organiques 


Les solvants organiques miscibles à l’eau, tels que l'acétone ou 
l'éthanol, sont généralement de bons agents pour précipiter les 
protéines. En effet, leur faible constante diélectrique abaisse le 
pouvoir de solvatation de leurs solutions aqueuses pour des ions 
dissous comme les protéines. Les solubilités différentes des pro- 
téines dans ces mélanges de solvants sont à la base d'une technique 
de fractionnement intéressante. Ce procédé est en général utilisé à 
des températures proches de 0 °C ou inférieures, car à des tempé- 
ratures plus élevées, les solvants organiques ont tendance à déna- 
turer les protéines. L'abaissement de la constante diélectrique par 
les solvants organiques amplifie simultanément les différences de 
comportement des protéines soumises à la précipitation saline, si 
bien qu'on peut associer ces deux techniques avec bonheur. Par 
ailleurs, certains solvants organiques miscibles à l'eau, tels que le 
diméthyl sulfoxyde (DMSO) ou la N.N-diméthyl formamide 
(DMF), sont plutôt de bons solvants de protéines en raison de leurs 
constantes diélectriques relativement élevées. 


C. Influence du pH 


Les protéines portent généralement de nombreux groupes ioni- 
sables dont les valeurs de pK sont différentes. Il existe une valeur 
de pH, caractéristique de chaque protéine, pour laquelle il y a 
autant de charges positives que de charges négatives sur la molé- 
cule. A ce pH, qui est le point isoélectrique, p/, de la protéine (Sec- 
tion 4-1D), la molécule de protéine a donc une charge nette égale 
à zéro, et reste par conséquent immobile si on la place dans un 
champ électrique. 

La Fig. 6-4 montre que la solubilité de la b-lactoglobuline est 
au minimum pour un pH proche de son p/ (5,2) dans des solutions 
de NaCI diluées, et qu'elle augmente de façon plus ou moins 
symétrique de part et d'autre de son p/. Cette variation de solubi- 
lité, que l’on retrouve avec la plupart des protéines, s'explique 
facilement. Des considérations physico-chimiques suggèrent que 
les propriétés de solubilité de molécules non chargées sont insen- 
sibles à la concentration saline. Par conséquent, en première 
approximation, une protéine à son point isoélectrique ne devrait 
pas être mise en solution. Par contre, au fur et à mesure que le pH 
s'écarte du p/ de la protéine, ce qui provoque une augmentation de 
la charge nette de la protéine, le « salting in» se trouve facilité en 
raison de l'augmentation des interactions électrostatiques entre 
molécules voisines. Par conséquent, dans des solutions de concen- 
trations salines moyennes, la solubilité d'une protéine en fonction 
du pH atteindra un minimum au pl de la protéine et augmentera 
lorsque le pH s'écarte du pl. 

Les protéines ont des compositions en acides aminés diffé- 
rentes, et donc, comme le montre le Tableau 6-1, des p/ différents. 
Cette particularité est à l’origine d’une méthode de purification des 
protéines appelée précipitation isoélectrique. Celle-ci consiste à 
amener le pH d'un mélange de protéines à la valeur du p/ de la 
protéine que l'on veut isoler, afin de diminuer de façon sélective 
sa solubilité. Pratiquement, on combine cette technique avec celle 
du «salting out» si bien que la protéine en cours de purification 
set ofnéralement nr£rinités à sn nll nenrbha de enn nf 


TABLEAU 6-1 Points isoélectriques de quelques protéines 
courantes 


Protéine pH isoélectrique 
Pepsine <1,0 
Ovalbumine (poule) 46 
Sérum albumine (homme) 49 
Tropomyosine 5,1 
Insuline (bœuf) 54 
Fibrinogène (homme) 5,8 
-Globuline (homme) 6,6 
Collagène 6,6 
Myoglobine (cheval) 7,0 
Hémoglobine (homme) LA 
Ribonucléase A (bœuf) 78 
Cytochrome € (cheval) 10,6 
Histone (bœuf) 10,8 
Lysozyme (poule) 11,0 
Salmine (saumon) 12,1 


D. Cristallisation 


Lorsqu'une protéine se trouve dans un état de purification raison- 
nable, on peut arriver à la cristalliser. Une façon de faire est de por- 
ter la solution de protéine à une concentration en agent précipitant 
(dont nous venons de parler) juste au-delà de son point de satura- 
tion, Après un certain temps (de quelques minutes à plusieurs 
mois), et souvent lorsque la concentration de l'agent précipitant 
n'a été augmentée que progressivement, il arrive que la protéine 


(d) 


FIGURE 6-5 Cristaux de protéines, (a) azurine de Pseudomonas aeru- 
ginosa, (b) flavodoxine de Desulfovibrio vulgaris, (c) rubrédoxine de 
Clostridium pasteurianum, (d) azidometmyohémérythrine du ver marin 
Siphonasoma funafuti, (e) hémoglobine de lamproie et (9) protéine de 
bactériochlorophylle a de Prosthecochloris aestuarii. Ces protéines sont 
colorées à cause de leurs chromophores associés (groupes qui absorbent 
la lumière) ; les protéines sont incolores en l'absence de tels groupes liés, 
[a à e, avec la permission de Larry Sieker, University of Washington ; 
d'et e, avec la permission de Wayne Hendrikson, Columbia University ; 
f, avec la permission de John Olsen, Brookhaven National Laboratories et 
dla Brion Matthnuc liniuereitu nf (irsenn ! 
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précipite de la solution sous forme cristallisée. Il peut être néces- 
saire de faire varier les caractéristiques de la solution et la nature 
des agents précipitants pour obtenir la protéine sous forme de cris- 
taux. La taille des cristaux va du mm au mm, ou plus. Ces derniers 
cristaux, qui nécessitent généralement beaucoup de soins pour se 
former, peuvent convenir pour l'analyse cristallographique aux 
rayons X (Section 8-3A). La Fig. 6-5 montre plusieurs de ces cris- 
taux. 


3 Æ SÉPARATION PAR 
CHROMATOGRAPHIE 


En 1903, le botaniste russe Mikhail Tswett parvint à séparer des 
pigments de feuilles de plantes en solution en utilisant des adsor- 
bants solides. Il baptisa ce procédé chromatographie (du grec, 
chroma, couleur et graphein, écrire) probablement en raison des 
bandes colorées qui apparaissaient sur l'adsorbant au fur et à 
mesure que les pigments du mélange se séparaient les uns des 
autres (et peut-être aussi parce que Tswett signifie couleur en 
russe). 

Les techniques de séparation modernes reposent essentielle- 
ment sur des procédés chromatographiques, Dans toutes ces tech- 
niques, le mélange de substances que l’on veut fractionner est dis- 
sous dans une phase liquide ou gazeuse : la phase mobile, La 
solution obtenue est filtrée au travers d'une colonne constituée 
d'un support solide poreux : la phase stationnaire, qui peut être 
associée à un liquide dans certains types de chromatographie. Les 
interactions des différents solutés avec la phase stationnaire ralen- 
tissent plus ou moins leur migration à travers le support selon les 
propriétés respectives de chaque soluté. Au début de l'opération, le 
mélange à fractionner forme une bande très étroite, Les forces de 
rétention s'exercent différemment sur chaque composé et les font 
migrer chacun à une vitesse différente. Le mélange se trouve ainsi 
fractionné en plusieurs bandes de substances pures. 

Le pouvoir de résolution de la chromatographie vient de ce que 
le processus de séparation se déroule de manière continue. Une 
seule étape de purification (souvent appelée «plateau théorique» 
par analogie avec les processus de distillation) peut être tout à fait 
insuffisante pour séparer les constituants d'un mélange. Toutefois, 
puisque l'opération se fait de manière ininterrompue, elle se répète 
plusieurs centaines, voire plusieurs centaines de milliers de fois, si 
bien que les constituants du mélange se trouvent séparés. Ils peu- 
vent être recueillis en différentes fractions pour être analysés et/ou 
subir un fractionnement ultérieur. 

Les différentes techniques chromatographiques sont classées 
en fonction de leur phase mobile et leur phase stationnaire. Par 
exemple, dans une chromatographie gaz-liquide, les phases 
mobile et stationnaire sont respectivement gazeuse et liquide, 
alors que dans une chromatographie liquide-liquide, ce sont deux 
liquides non-miscibles, dont l'un est lié à un support solide 
inerte, On peut encore préciser le type de technique chromato- 
graphique en spécifiant la nature des interactions principales 
entre la phase stationnaire et les substances à séparer. Par 
exemple, si la force de rétention est de nature ionique, la tech- 
nique de séparation est appelée chromatographie par échange 
d'ions alors que si elle est due à l’adsorption des molécules de 
soluté sur la phase stationnaire solide, on parle de chromato- 
eranhie d'adsorntion. 
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Nous avons vu qu'une cellule contient un très grand nombre de 
composés différents, dont beaucoup ont des propriétés voisines. 
Par conséquent, les techniques d'isolement de la plupart des sub- 
stances biologiques font appel à plusieurs étapes chromatogra- 
phiques indépendantes afin de purifier la substance intéressante 
selon différents critères. Dans cette section, nous décrivons les 
techniques chromatographiques les plus utilisées. 


A. Chromatographie par échange d'ions 


Dans le processus d'échange d'ions, les ions liés électrostatique- 
ment à un support insoluble et chimiquement inerte sont rempla- 
cés de manière réversible par des ions en solution : 


R'A- + B°— R'B- + A” 


Dans ce cas R'A est un échangeur d’anions sous la forme A, et 
B- symbolise les anions en solution, De même, les échangeurs de 
cations portent des groupes chargés négativement qui lient des 
cations de manière réversible. Par conséquent, les polyanions se 
fixent aux échangeurs d'anions et les polycations, aux échangeurs 


(a) (b) (c) 


de cations. Cependant, les protéines et d'autres polyélectrolytes 
(polymères polyioniques) qui portent à la fois des charges posi- 
tives et des charges négatives, peuvent se lier aussi bien à des 
échangeurs de cations qu'à des échangeurs d'anions, selon la 
valeur de leur charge nette. L'affinité avec laquelle un polyélectro- 
lyte donné se lie à un échangeur d'ions donné dépend de la nature 
et des concentrations des autres ions en solution, en raison de la 
compétition entre ces différents ions pour les sites de liaison de 
l'échangeur d'ions. Les affinités de liaison des polyélectrolytes 
porteurs de groupes acido-basiques sont également fortement 
dépendantes du pH, en raison de la variation de leur charge nette 
avec le pH. On tire parti de ces principes pour isoler des molécules 
biologiques par chromatographie par échange d'ions (Fig. 6-6), 
décrite ci-dessous. 

Lorsqu'on purifie une protéine (ou tout autre polyélectrolyte) 
le pH et la concentration saline de la solution tampon dans laquelle 
la protéine est dissoute, sont choisis de sorte que la protéine dési- 
rée soit fortement liée à l'échangeur d'ion choisi. Un petit volume 
de la solution protéique non purifiée est déposé en haut de la 
colonne dans laquelle on a tassé l'échangeur d'ion et la colonne est 
lavée avec cette solution tampon. 


= LENS Nombre de fractions ou volume d'effluant 


dr 


Fractions recueillies successivement 


FIGURE 6-6 Chromatographie d'échanges d'ions avec élution par 
paliers. La partie brun clair de la colonne représente l'échangeur d'ions 
et les bandes colorées représentent les différentes protéines. (a) Le 
mélange de protéines est lié à la partie supérieure de l'échangeur d'ions 
dans la colonne, (b) Au cours de l'élution, les différentes protéines se 
séparent sous forme de bandes bien distinctes en raison de leurs affinités 
différentes nur l'£Achonvpenr d'inne et commis ten doc rarartérietionmes de 


la solution. À ce stade, la première bande de protéine (en rouge) a tra- 
versé la colonne et est recueillie séparément, alors que les bandes res- 
tantes, moins mobiles, sont encore dans le haut de la colonne. (c) La 
concentration saline du tampon d'élution a été augmentée afin d'accroître 
la mobilité des bandes restantes et de les éluer. (d) Profil d’élution des 
protéines à la sortie de la colonne. 


Des protéines différentes se lient à l'échangeur d'ions avec des 
affinités différentes. Au fur et à mesure que la colonne est lavée 
avec le tampon, procédé appelé élution, les protéines ayant une 
affinité relativement faible pour l'échangeur d'ions migrent plus 
rapidement dans la colonne que celles qui se lient à l'échangeur 
avec des affinités supérieures. En effet, la progression d'une pro- 
téine donnée dans la colonne est retardée par rapport à celle du sol- 
ant, en raison des interactions entre les molécules de la protéine 
et l'échangeur d'ions. 

Plus l'affinité de liaison d'une protéine pour l'échangeur d'ions 
sera forte, plus lu protéine sera retardée. Ainsi les protéines qui 
sont fortement liées à l'échangeur d'ions peuvent être éluées en 
remplaçant le tampon d'élution par un tampon de concentration 
saline supérieure (et/ou de pH différent), procédé appelé élution 
par paliers. 

L'utilisation d'un collecteur de fractions permet de purifier une 
substance en ne gardant que les fractions de l'effluent de la 
colonne qui la contiennent. Les substances séparées par chromato- 
graphie peuvent être détectées de différentes façons. Par exemple, 
on suivra directement, par couplage à un détecteur, le contenu d'un 
elfluent de colonne en fonction de son absorbance dans l'UV à une 
longueur d'onde appropriée [280 nm pour les protéines (parce que 
les chaînes latérales aromatiques de His, Phe, Trp et Tyr absorbent 
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FIGURE 6-7 Dispositif pour créer un gradient de concentration 
linéaire, Deux récipients qui communiquent et de sections identiques, 
sont remplis au dépot avec des volumes égaux de solutions de concen- 
rations différentes. Au fur et à mesure que la solution de concentration 
e, sont du récipient mélangeur, elle est partiellement remplacée par une 
solution de concentration c, provenant du récipient réservoir. La concen- 
tration dans le récipient mélangeur varie linéairement depuis sa concen- 
Wration initiale c,, jusqu'à la concentration finale c,, comme l'exprime 


l'Ég, [62]. 
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fortement à cette longueur d'onde) et 260 nm pour les acides 
nucléiques (leur absorbance maximum; Fig. 5-15)], sa fluores- 
cence, sa radioactivité, son index de réfraction, son pH, ou sa 
conductivité électrique. Ces propriétés peuvent aussi être mesurées 
sur chaque fraction individuelle après la chromatographie. Enfin, 
comme discuté à la Section 6-1D, la détection des molécules bio- 
logiques est possible par le biais de leur activité enzymatique ou 
biologique. 


a. L'élution par gradient améliore les séparations par 
chromatographie 

Le procédé de purification peut être encore amélioré en éluant 
la colonne chargée en protéines par la méthode d'élution par gra- 
dient. Ici, on fait varier la concentration en sel et/ou le pH de façon 
continue en même temps que la colonne est éluée, afin de libérer, 
les unes après les autres, les différentes protéines liées à l'échan- 
geur d'ions. Ce procédé permet généralement une meilleure sépa- 
ration des protéines que lorsque la colonne est éluée par une seule 
solution ou par paliers. 

Différents types de gradients d'élution ont été utilisés avec suc- 
cès pour purifier des molécules biologiques. Le plus utilisé est le 
gradient linéaire, où la concentration de la solution d'élution 
varie de façon linéaire avec le volume de la solution qui passe dans 
la colonne. La Fig. 6-7 montre un dispositif simple qui permet 
d'obtenir un tel gradient. La concentration en soluté, c, de la solu- 
tion qui sort du récipient mélangeur se calcule par l'expression 


27 (Q- cf [6.2] 


où c, désigne la concentration initiale de la solution dans le réci- 
pient mélangeur, c, sa concentration dans le récipient réservoir et f 
la fraction restante des volumes combinés des solutions présentes 
initialement dans les deux réservoirs. Les gradients linéaires obte- 
nus par augmentation de la concentration saline sont probablement 
plus couramment utilisés que tous les autres moyens d'élution. 
Cependant, on peut obtenir des gradients de différentes formes en 
utilisant deux ou plusieurs réservoirs dont les surfaces transversales 
sont différentes, ou grâce à des dispositifs de mélange programmés. 


b. Il existe plusieurs sortes d'échangeurs d'ions 

Les échangeurs d'ions sont des groupes chargés liés par cova- 
lence à une matrice de support. La nature chimique de ces groupes 
détermine les types d'ions qui peuvent se lier à l'échangeur et leur 
affinité pour celui-ci. Les propriétés chimiques et mécaniques 
d'une matrice déterminent les caractéristiques du flux, l'accessibi- 
lité des ions et la stabilité de l'échangeur d'ions. 

Pour la purification des protéines on utilise couramment 
comme matrices de support d'échangeurs d'ions plusieurs sortes 
de substances, appelées familièrement résines, telles que la cellu- 
lose (Fig. 6-8), le polystyrène, les gels d'agarose, les gels de dex- 
tran réticulé (cf. Section 6-3B). Le Tableau 6-2 donne les caracté- 
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FIGURE 6-8 Formules chimiques d’échangeurs 
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TABLEAU 6-2 Quelques échangeurs d'ions utilisés en biochimie 


Nom Caractéristiques Groupement ionisable Remarques 
DEAE-Cellulose Faiblement basique Diéthylaminoéthyl Pour séparer les protéines 
—CH,CH,N(C;H:); acides des neutres 
CM-Cellulose Faiblement acide Carboxyméthyl Pour séparer les protéines 
—CH,CO0H basiques des neutres 
P-Cellulose Fortement et faiblement acide Phasphate Dibasique ; retient fortement 
—OPO,H; les protéines basiques 
Bio-Rex 70 Faiblement acide, à base Acide carboxylique Pour séparer les protéines 
de polystyrène —CO0H basiques et les amines 
DEAE-Sephadex Gel de dextran réticulé Diéthylaminoéthyl Pour séparer les protéines 
faiblement basique —CH,CH; N(C;H:}; acides des neutres en 
combinant chromatographie 
et filtration sur gel 
SP-Sepharose Gel d'agarose réticulé Méthylsulfonate Pour séparer les protéines 
fortement acide —CH,S0, H basiques en combinant 
chromatographie et filtration sur gel 
CM Bio-Gel A Gel d'agarose réticulé Carboxyméthyl Pour séparer les protéines 
faiblement acide —CH,CO0H basiques des neutres en 
combinant chromatographie 


et filtration sur gel 


* Les gels Sephadex et Sepharose sont fabriqués par Amershum Pharmacia Biotech, Piscatwway, New Jersey ; les résines Bio-Rex et les gels Bio-Gel sont fabriqués 


par BioRad Labormtories, Hercules, California, USA. 


ristiques des échangeurs d'ions d'utilisation courante que l'on 
trouve dans le commerce. 

Les échangeurs d'ions cellulosiques sont parmi les plus utilisés 
pour séparer les molécules biologiques. La cellulose, préparée à 
partir du bois ou du coton, est légèrement modifiée par l’adjonction 
de groupes ioniques pour devenir un échangeur d'ions. L'échan- 
geur d'anions cellulosique le plus utilisé est la diéthylaminoéthyl 
(DEAE)-cellulose, tandis que la carboxyméthyl (CM)-cellulose 
est l'échangeur de cations cellulosique le plus utilisé (Fig. 6-8). 

Les échangeurs d'ions en gel peuvent présenter les mêmes 
types de groupes chargés que les échangeurs d'ions cellulosiques. 
L'avantage des échangeurs d'ions sous forme de gel, c'est qu'ils 
cumulent les propriétés de séparation par filtration sur gel (Sec- 
tion 6-3B) avec celles des échangeurs d'ions. En raison du nombre 
élevé de leurs groupes chargés, dû à leur structure poreuse, ces gels 
ont une capacité de charge supérieure à celle des échangeurs d'ions 
cellulosiques. 

Les matrices cellulosiques ou en gel présentent l'inconvénient 
de se tasser facilement (souvent à cause des pressions élevées que 
l'on applique pour tenter d'augmenter la vitesse d'écoulement de 
l'éffluent), ce qui ralentit fortement la vitesse d'élution. On a pal- 
lié cet inconvénient par la mise au point de matrices non com- 
pressibles telles que des dérivés de silice, ou des billes de verre 
enrobées. De telles matrices permettent des vitesses d'écoulement 
et des pressions très élevées, même lorsqu'elles sont sous forme de 
poudre très fine, et donnent ainsi des séparations par chromatogra- 
phie plus efficaces (cf. HPLC, Section 6-3D). 


B. Chromatographie par filtration sur gel 


Dans la chromatographie par filtration sur gel, appelée égale- 
ment chromatographie par exclusion ou par tamisage molécu- 
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Ici la phase stationnaire est constituée par des billes d’une sub- 
stance hydratée spongiforme dont les pores correspondent à une 
zone relativement étroite de dimensions moléculaires. Si une solu- 
tion aqueuse contenant des molécules de tailles différentes traverse 
une telle colonne, qui constitue en quelque sorte un «tamis molé- 
culaire », les molécules trop grandes pour entrer dans les billes par 
les pores sont exclues du volume du solvant qui se trouve à l’inté- 
rieur des billes. Ces molécules de tailles supérieures traversent 
donc la colonne plus rapidement, c'est-à-dire dans un volume 
d’éluant plus petit que les molécules qui passent à travers les pores 
(Fig. 6-9). 

La masse moléculaire des plus petites molécules incapables de 
pénétrer par les pores d’un gel donné est ce qu'on appelle la limite 
d'exclusion du gel. Cette valeur dépend, jusqu'à un certain point, 
de la forme moléculaire car les molécules de forme allongée, en 
raison de leur rayon d'hydratation supérieur, ont moins de chances 
de pénétrer dans les pores d’un gel donné que les molécules sphé- 
riques de volume moléculaire identique. 

Le cheminement d’une molécule dans une colonne de gel peut 
être déterminé quantitativement, Si V, est le volume occupé par les 
billes du gel, et V, le volume mort, à savoir le volume de l'espace 
du solvant qui entoure les billes, V., le volume total de la colonne 
est égal à la somme : 


V=V,+V (6.3) 


En général, V, vaut environ 35 % de V,. 

Le volume d’élution d’un soluté donné, V., est le volume de 
solvant nécessaire pour éluer le soluté de la colonne après son 
dépôt sur le gel. Le volume mort d'une colonne est déterminé faci- 
lement par mesure du volume d'élution d'un soluté dont la masse 
moléculaire est supérieure à la limite d'exclusion du gel. Le che- 
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FIGURE 6-9 Chromatographie par filtration sur gel. (a) Une bille de 
gel, dont les contours sont figurés par une ligne en pointillés, est consti- 
tuée d'une matrice (lignes noires ondulées) qui retient le solvant dans un 
espace dit interne. Les plus petites molécules (points rouges) peuvent 
entrer librement dans cet espace interne de la bille de gel depuis l'espace 
de solvant externe, Par contre, les plus grandes molécules (points bleus) 


sont trop grandes pour pénétrer par les pores du gel. (b) La solution 
échantillon commence à entrer dans la colonne de gel (les billes de gel 


risé par le rapport V./V,, le volume d'élution relatif, valeur indé- 
pendante de la dimension de la colonne utilisée. 

Les molécules dont les masses moléculaires s'échelonnent en 
dessous de la limite d'exclusion d'un gel seront éluées du gel dans 
l'ordre de leurs masses moléculaires, les plus grandes étant éluées 
en premier. Ceci parce que les tailles des pores de n'importe quel 
gel varient à l'intérieur d'une zone étroite, si bien que les molé- 
cules les plus grandes disposent d'un volume de gel inférieur à 
celui dont disposent les molécules plus petites. Ce phénomène est 
à la base de la chromatographie par filtration sur gel. 


a. La chromatographie par filtration sur gel peut servir à 
estimer les masses moléculaires 


Il existe une relation linéaire entre le volume d'élution relatif 
d'une substance et le logarithme de sa masse moléculaire pour un 
éventail considérable de masses moléculaires (Fig. 6-10), Si l'on 
fait un graphique tel que celui de la Fig. 6-10, pour une colonne 
de filtration sur gel donnée, avec des macromolécules de masses 
moléculaires connues, la masse moléculaire d'une substance 
inconnue neut être ectimée d'anrès «n nocition +ur Le eranhinue. 
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sont maintenant figurées par des sphères brunes). (c) Les plus petites 
molécules peuvent pénétrer dans le gel et migrent dans la colonne plus 
lentement que les molécules plus grosses qui sont exclues du gel. (d) Les 
plus grandes molécules sortent de la colonne pour être recueillies séparé- 
ment des petites molécules qui nécessitent une addition supplémentaire 
de solvant pour être éluées de a colonne, (e) Le profil d'élution du chro- 
matogramme montre qu'il y a eu séparation complète des deux compo- 
sés, celui dont les molécules sont plus grandes étant élué en premier. 


La précision de cette technique est relative, dans la mesure où les 
formes des molécules connues et inconnues sont supposées iden- 
tiques. Néanmoins, la chromatographie par filtration sur gel est 
souvent utilisée pour estimer des masses moléculaires car elle est 
applicable à des échantillons non purifiés (sous réserve que la 
molécule intéressante puisse être identifiée) et qu'elle peut être 
réalisée rapidement à l'aide d'un dispositif simple, 


b. La plupart des gels sont constitués de dextran, 

d’agarose ou de polyacrylamide 

Les composés les plus couramment utilisés pour faire des gels 
de chromatographie sont le dextran (un polymère de glucose de 
haut poids moléculaire synthétisé par la bactérie Leuconostoc 
mesenteroides}, l'agarose (un polymère linéaire où alternent le D- 
galactose et le 3,6-anhydro-L-galactose extrait d'algues rouges), et 
la polyacrylamide (cf. Section 6-4B). Dans le Tableau 6-3, on 
trouve les propriétés de plusieurs gels couramment utilisés pour la 
séparation de molécules biologiques. La porosité des gels à base 
de dextran, commercialisés sous le nom de Sephadex, dépend de 
la masse moléculaire du dextran utilisé et de l'introduction d'uni- 
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FIGURE 6-10 Détermination de masses moléculaires en chromato- 
graphie par filtration sur gel, Le graphique montre le volume d’élution 
relatif en fonction du logarithme de la masse moléculaire de plusieurs 
protéines sur une colonne de dextran réticulé (Sephadex G-200) à pH 7,5. 


TABLEAU 6-3 Quelques matrices courantes pour filtration sur 
gel 


Nom“ Type Intervalle de fractionnement (kD) 
Sephadex G-10 Dextran 0,05-0,7 
Sephadex G-25 Dextran 1-5 
Sephadex G-50 Dextran 1-30 
Sephadex G-100  Dextran 4-150 
Sephadex G-200  Dextran 53-600 
Bio-Gel P-2 Polyacrylamide 0.1-18 
Bio-Gel P.6 Polyacrylamide 1-6 
Bio-Gel P-10 Polyacrylamide 1,5-20 
Bio-Gel P-30 Polyacrylamide 24-40 
Bio-Gel P-100 Polyacrylamide 35-100 
Bio-Gel P-300 Polyacrylamide 60-400 
Sépharose 6B Agarose 10-4 000 
Sépharose 4B Agarose 60-20 000 
Sépharose 2B Agarose 70-40 000 
Bio-Gel A-5 Agarose 10-5 000 
Bio-Gel A-50 Agarose 100-50 000 
Bio-Gel A-150 Agarose 1000-150 000 


* Les gels de Sephadex et de Sepharose sont fabriqués par Amersham 
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Les barres oranges correspondent à des glycoprotéines (protéines aux- 
quelles sont liés des groupes oligosaccharidiques. [D'après Andrews, P., 
Biochem. J. 9%, 597, (1965).] 


tés d’éther de glycérol qui forment des liaisons croisées avec les 
groupes hydroxyles des chaînes de polyglucose. Les différents 
types de Sephadex disponibles ont des limites d'exclusion qui vont 
de 0,7 à 600 kD. Dans les gels de polyacrylamide, la taille des 
pores dépend également du nombre de liaisons croisées qui se for- 
ment entre les molécules voisines de polyacrylamide (Sec- 
tion 6-4B). Ces gels sont vendus sous le nom de Bio-Gel P et ont 
des limites d'exclusion comprises entre 0,2 à 400 kD. On peut 
séparer des molécules de très grande taille et des complexes supra- 
moléculaires avec des gels d'agarose, commercialisés sous les 
noms de Sepharose et de Bio-Gel A, et dont les limites d'exclusion 
vont jusqu'à 150 000 kD. 

La filtration sur gel est souvent utilisée pour « dessaler » une 
solution protéique. Ainsi, on peut facilement éliminer le sulfate 
d'ammonium d'une protéine qui a été précipitée par ce sel en solu- 
bilisant le précipité protéique dans un volume minimum d’un tam- 
pon convenable et en déposant cette solution sur une colonne d’un 
gel dont la limite d'exclusion est inférieure à la masse moléculaire 
de la protéine. Au cours de l'élution de la colonne par le tampon, 
la protéine précèdera le sulfate d’ammonium. 

On peut greffer sur les gels de dextran ou d'agarose des 
groupes ionisables tels que DEAE ou CM, pour obtenir des gels 
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phiées sur ces gels sont alors séparées en raison de leur charge 
ionique, de leur taille et de leur forme. 


c. La dialyse est une forme de filtration moléculaire 

La dialyse permet de séparer les molécules selon leur taille, en 
utilisant des membranes semiperméables dont les pores ont une 
taille inférieure aux dimensions macromoléculaires. Ces pores 
laissent diffuser les petites molécules, telles que celles du solvant, 
des sels, et de petits métabolites, au travers de la membrane mais 
bloquent le passage de molécules plus grandes. La cellophane 
(acétate de cellulose) est le matériau de dialyse le plus utilisé, bien 
que d'autres substances telles que la cellulose ou le collodion le 
soient également. Les poids moléculaires d'exclusion des mem- 
branes de dialyse (taille de la plus petite particule qui ne peut les 
traverser) varient de 0,5 à 500 kD. 

La dialyse (qui n’est pas une technique chromatographique) est 
utilisée couramment pour changer le solvant dans lequel sont dis- 
soutes les macromolécules. Une solution macromoléculaire est 
mise à l'intérieur d'un sac à dialyse (obtenu généralement en 
nouant le boyau de membrane à dialyse aux deux extrémités), puis 
immergée dans un volume relativement grand du nouveau solvant 
(Fig. 6-11a). Après plusieurs heures d’agitation, les solutions se 
trouveront à l'équilibre mais les macromolécules seront restées à 
l'intérieur du sac à dialyse (Fig. 6-11h). On peut recommencer 
l'opération jusqu'au remplacement complet d’un système de sol- 
vant par un autre, 

On peut aussi recourir à la dialyse pour concentrer une solution 
macromoléculaire en plaçant un sac à dialyse rempli, au contact 
d'un polymère déshydratant qui ne peut traverser la membrane, tel 
que le polyéthylène glycol [HOCH,(CH,—0—CH,),CH,0H], La 
concentration résulte du fait que les molécules d'eau diffusent à 
travers la membrane et sont adsorbées par le polymère. On peut 
utiliser une technique voisine pour concentrer les solutions macro- 
moléculaires, l'ultrafiltration. Ici, une solution macromoléculaire 
est forcée, sous pression ou par centrifugation, à travers un disque 
de membrane semiperméable. Le solvant et les petites molécules 
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FIGURE 6-11 Séparation de petites et de grandes molécules par dia- 
lyse, (a) Seules les petites molécules peuvent diffuser à travers les pores 
du sac, qui est ici un boyau noué aux deux bouts. (b) À l'équilibre les 

concentrations des petites molécules sont pratiquement les mêmes à l'in- 
térieur et à l'extérieur du sac, alors que les macromolécules restent dans 
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passent à travers la membrane, laissant ainsi une solution macro- 
moléculaire plus concentrée, On trouve des membranes d'ultrafil- 
tration dont les pores sont de diamètres différents, ce qui permet 
de séparer ainsi des macromolécules de tailles différentes. Enfin, 
l'on peut débarrasser une solution de son solvant par lyophilisa- 
tion (congélation-dessication), en congelant la solution et en subli- 
mant le solvant sous vide. 


C. Chromatographie d’affinité 


L'une des propriétés les plus étonnantes de beaucoup de protéines, 
c'est leur faculté de se lier étroitement à des molécules spécifiques 
sans faire intervenir de liaisons covalentes. Cette propriété permet 
de purifier de telles protéines par chromatographie d'affinité 
(Fig. 6-12). Dans cette technique, une molécule appelée ligand 
(par analogie avec les ligands fixés aux molécules par coordina- 
tion), qui se lie spécifiquement à la protéine souhaitée, est fixée par 
covalence à une matrice inerte et poreuse. Quand une solution pro- 
téique non purifiée traverse ce matériel chromatographique, la 
protéine d'intérêt se lie au ligand immobilisé, tandis que les autres 
substances sortent de la colonne en même temps que le tampon. 
On peut alors récupérer la protéine désirée sous forme très pure 
en modifiant les conditions d'élution, de sorte que la protéine se 
détache de la matrice chromatographique. Le grand avantage de la 
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FIGURE 6-12 Chromatographie d’affinité. Un ligand (en jaune) est 
ancré par liaison covalente à une matrice poreuse. Le mélange à purifier 
(dont les sites de linison pour le ligand sont représentés par les carrés 
échancrés, les demi-cercles, et les triangles) est chargé sur la colonne, 
Seules certaines molécules (représentées par des cercles oranges) se lient 
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FIGURE 6-13 Liaison covalente d'un ligand à l’agarose. Synthèse 
d'agarose activé par le bromure de cyanogène (er haur) et sa réaction 
avec une amine primaire donnant ainsi un ligand lié par covalence pour 
chromatographie d'affinité (en has). 


chromatographie d'affinité, c'est qu'elle exploite les propriétés 
biochimiques uniques de la protéine d'intérêt, au lieu de reposer 
sur les petites différences physico-chimiques entre protéines qui 
sont à la base des autres techniques chromatographiques. 


En chromatographie d'affinité, la matrice doit être chimique- 
ment inerte, avoir une grande porosité, et présenter de nombreux 
groupes fonctionnels capables de se lier par covalence aux 
ligands. L'agarose, avec ses nombreux groupes hydroxyle libres, 
est de loin le plus utilisé des quelques composés disponibles qui 
remplissent ces conditions. Si le ligand a une fonction amine pri- 
maire qui n'est pas impliquée dans sa liaison à la protéine recher- 
chée, le ligand peut être lié par covalence à l'agarose en deux 
temps (Fig. 6-13): 


L. On fait réagir l’agarose avec du bromure de cyanogène 
pour donner un intermédiaire «activé » mais stable (disponible 
dans le commerce). 

2. Le ligand réagit avec l'agarose activé pour donner un pro- 
duit lié par covalence. 


Beaucoup de protéines sont incapables de se fixer à leur ligand 
couplé au bromure de cyanogène, à cause d’interférences stériques 
avec la matrice d'agarose, On évite ce problème en fixant le ligand 
à l’agarose par l'intermédiaire d’un bras d'espacement souple. De 
telles résines activées sont disponibles dans le commerce. Ainsi, 
l'agarose « activé à l'époxy » présente un bras d'espacement (par 
exemple une chaîne de 12 carbones) qui relie la résine à un groupe 
époxy réactif, Le groupe époxy peut réagir avec un grand nombre 
des groupes nucléophiles présents sur les ligands, ce qui permet de 
lier par covalence le ligand choisi à l'agarose via un bras de lon- 
gueur déterminée (Fig. 6-14). 

Le ligand utilisé en chromatographie d'affinité pour isoler une 
protéine donnée, doit avoir une affinité suffisante pour immobili- 
ser la protéine sur le gel d’agarose mais pas trop forte, sous peine 
d'empêcher son détachement ultérieur. Si le ligand est un substrat 
d'une enzyme que l’on veut isoler, les conditions chromatogra- 
phiques ne doivent pas permettre à l'enzyme d’être fonctionnelle, 
sinon le ligand sera transformé. 

Une fois la protéine fixée sur la colonne de chromatographie 
d'affinité et celle-ci lavée des impuretés, la protéine doit être déta- 
chée de la colonne. Une méthode consiste à éluer la colonne avec 
une solution d'un composé qui a une plus forte affinité pour le site 
de liaison de la protéine que n'en a le ligand. Une autre méthode 
consiste à modifier les propriétés de la solution afin de déstabiliser 


FIGURE 6-14 Substitution de l'agarose activé 
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par époxydation. Exemples de groupes nucléo- 
philes qui peuvent être liés par covalence à de 
l'agarose activé par époxydation,via ses groupes 
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FIGURE 6-15 (a) Purification de la nucléase de staphylocoque (enzyme 
qui hydrolyse l'ADN) par chromatographie d'affinité. Le composé repré- 
senté en (b) dont la partie diphosphothymidine se lie spécifiquement à 
l'enzyme, a été lié par covalence à de l'agarose activé par le bromure de 
cyanogène. La colonne a été équilibrée avec un tampon borate 0.05 M. 
pH 8,0, contenant du CaCl, 0,01 M, et environ 40 mg de matériel partiel- 


le complexe protéine-ligand, par exemple en changeant le pH, la 
force ionique et/ou la température. Cependant, on doit veiller à ce 
que les propriétés de la solution n'endommagent pas la protéine de 
façon irréversible, La Fig. 6-15 donne un exemple de purification 
de protéine par chromatographie d'affinité. 


La chromatographie d'affinité a été utilisée pour isoler des 
enzymes, des anticorps, des protéines de transport, des récepteurs 
hormonaux, des membranes, et même des cellules entières. Ainsi, 
le récepteur de l'insuline (Section 19-3A), une protéine qui 
n'existe qu'en très faibles quantités à la surface cellulaire et dont 
toutes les autres propriétés étaient restées inconnues, a été isolé en 
liant de l'insuline (une hormone protéique, Section 7-1) par cova- 
lence à de l'agarose. Le génie génétique (Section 5-5G) a permis 
la purification, par chromatographie d'affinité, de protéines sans 
ligand connu, en reliant celles-ci à une protéine dont un ligand est 
disponible (on parle alors de protéine de fusion). Par exemple, les 
protéines de fusion dont la partie aminoterminale est l'enzyme 
gluthation-S-transférase (GST ; Section 25-7C) lient fortement 
le glutathion (un tripeptide, Section 21-2B) et sont donc facile- 
ment purifiées par chromatographie d'affinité sur glutathion-aga- 
rose. Le pouvoir de séparation par chromatographie d'affinité pour 
une protéine donnée est souvent très supérieur à celui d'autres 
techniques chromatographiques (cf. Tableau 6-4). En réalité, une 
seule étape de chromatographie d'affinité peut remplacer un pro- 
tocole à plusieurs étapes déjà éprouvé, et aboutir à une protéine 
nlus pure avec un meilleur rendement. 
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lement purifié ont été déposés sur la colonne, Après lavage des molécules 
non liées, par passage de 50 mL. de tampon dans la colonne, de l'acide 
acétique 0,1 M a été ajouté pour éluer l'enzyme. Toute l'activité enzyma- 
tique initiale, dont 8,2 mg de nucléase pure, a été récupérée. | D'après 
Cuatrecasas. P., Wilcheck, M. et Anfinsen, C. B., Proc. Naïl. Acad. Sci. 
61, 636 (1968).] 


a. La chromatographie par immunoaffinité utilise La 
spécificité de liaison des anticorps monoclonaux 
L'association de l'immunochimie et de la chromatographie 

d'affinité a engendré une méthode performante de purification des 
biomolécules, En fixant, par liaisons croisées, des anticorps mono- 
clonaux (Section 6-1D) à un support approprié, on obtient une 
matrice qui ne se liera qu'à la protéine contre laquelle l'anticorps 
est dirigé. Par cette chromatographie d'immunoaffinité on peut 
arriver à un facteur de purification égal à 10000 en une seule 
étape. Les inconvénients de cette technique tiennent à la difficulté 
d'obtenir des anticorps monoclonaux et aux conditions sévères 
parfois exigées pour éluer la protéine liée. 


D. Autres techniques chromatographiques 


D'autres techniques chromatographiques intéressantes en biochi- 
mie sont présentées brièvement ci-dessous. 


a. La chromatographie d'adsorption permet de séparer 

des substances non polaires 

Dans la chromatographie d'adsorption (la première-née des 
méthodes chromatographiques), les molécules sont adsorbées 
physiquement, par liaisons de Van der Waals et ponts hydrogène, 
à la surface de substances insolubles telles que l'alumine 
(ALO:), le charbon, la terre de diatomées (appelée aussi kie- 
slenhr fossiles siliceux des oroanismes umicellulaires aue sont 
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TABLEAU 6-4 Purification de la glucokinase de foie de rat 


Étape 

Protocole À : Procédé chromatographique traditionnel 

1. Surnageant de foie 

2. Précipité par (NH,),S0, 

3. Chromatographie sur DEAE-Sephadex par élution 
fractionnée avec KCI 


4. Chromatographie sur DEAE-Sephadex par élution avec un gradient 


linéaire de KCI 


. Chromatographie sur DEAE-cellulose par élution avec un gradient 
linéaire de KCI 


un 


6. Concentration par élution fractionnée avec KCI à partir de DÉAE-Sephadex 


" 


Chromatographie sur Bio-Gel P-225 


Protocole B : Procédé par chromatographie d'affinité 
1. Surnageant de foie 


2. Chromatographie sur DEAE-cellulose par élution fractionnée avec KCI 


3. Chromatographie d'affinité “ 


Activité spécifique Rendement Facteur de 
(nkat * g!)* (%) purification ? 
0,17 100 l 
c € c 
4,9 52 2% 
23 45 140 
43 33 260 
80 15 480 
130 15 780 
0,092 100 l 
20,1 104 220 
420 83 4500 


* Un katal (en abrégé, kat) est la quantité d'enzyme qui catalyse la transformation d'1 mole de substrat par seconde dans les conditions standard. Un ranokatal 


(nkat) égale 107 kat. 


! Calculée à partir de l'activité spécifique : on attribue arbitrairement la valeur «un» à la première étape. 
‘ L'activité n'a pu être mesurée avec précision à ce stade en raison de la présence d'enzymes contaminantes dont l’activité ne peut être évaluée avec certitude, 
Le support pour la chromatographie d'affinité a été obtenu en fixant de La glucosamine (un inhibiteur de la glucokinase) via un bras espaceur de 6-aminohexanoyl 


à de l'agarose activé par NCBr. 


D'après Comish-Bowden, A. Fundamentals of Enzyme Kinetics, p48, Butterworths (1979) adapté de Parry, MJ. et Walker, D.G.. Biochem.J. 99, 266 (1966) pour 
le protocole A et de Holroyde et al., Biochem. J. 153, 363 (1976) pour le protocole B, 


les diatomées), le saccharose finement pulvérisé, ou le gel de 
silice (acide silicique). Les molécules sont ensuite éluées par un 
solvant pur comme le chloroforme, l'hexane, l'éther éthylique ou 
par un mélange de ces solvants. Le mécanisme de séparation 
repose sur le partage des différentes substances entre la matrice 
polaire de la colonne et le solvant non polaire. Cette technique 
est plus souvent utilisée pour séparer des molécules non polaires 
que des protéines. 


b. La chromatographie sur hydroxyapatite permet de 
séparer des protéines 


Les protéines s'adsorbent sur un gel d'hydroxyapatite cristal- 
lin, une forme insoluble de phosphate de calcium de formule empi- 
rique Ca, (PO,),OH. La séparation des protéines est obtenue par 
élution avec un gradient d'un tampon phosphate (la présence 
d'autres anions est sans importance). Le fondement physico-chi- 
mique de cette technique de fractionnement implique, semble-t-il, 
l'adsorption des anions sur les sites Ca?* et des cations sur les sites 
PO, du réseau cristallin d'hydroxyapatite. 


c. La chromatographie sur papier permet de séparer de 
petites molécules polaires 
La chromatographie sur papier, mise au point en 1941 par 
Archer Martin et Richard Synge, a joué un rôle prépondérant en 
analyse biochimique, en permettant de séparer efficacement, avec 
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acides aminés, les oligopeptides, les nucléotides et les oligonu- 
cléotides. Bien que la chromatographie sur papier ait été supplan- 
tée par les techniques plus modernes décrites dans ce chapitre, 
nous en parlons brièvement en raison de son importance historique 
et parce que beaucoup de ses principes et techniques auxiliaires 
sont directement applicables à ces techniques modernes. 


Dans la chromatographie sur papier (Fig. 6-16), quelques 
gouttes d'une solution contenant un mélange de substances à sépa- 
rer sont déposées à environ 2 cm de l'extrémité d'une bande de 
papier filtre. Après séchage, cette extrémité du papier est plongée 
dans un mélange de solvant préparé à partir de composants aqueux 
et organiques ; par exemple, eau/butanol/acide acétique en propor- 
tions 4:5:1, ou bien éthanol aqueux à 77 %, ou encore eau/alcool 
t-amylique/pyridine en proportions 6:7:7. Le papier doit également 
être en contact avec les vapeurs du solvant à l'équilibre. Le solvant 
imprègne le papier par capillarité, en raison de la nature fibreuse 
de celui-ci. La phase aqueuse du solvant imbibe la cellulose du 
papier et forme avec elle une phase stationnaire de type gel. Le 
composant organique du solvant continue à migrer, constituant 
ainsi la phase mobile. 

Les vitesses de migration des différentes substances qui se 
séparent dépendent de leurs solubilités relatives dans la phase 
polaire stationnaire et la phase non polaire mobile . Au cours d'une 
seule étape de ce système de séparation, un soluté donné se répar- 


tit entre les phases mobile et stationnaire en fonction de son coef- 
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FIGURE 6-16 Dispositif expérimental pour chromatographie sur 
papier. 


k concentration dans la phase stationnaire 64 

P concentration dans la phase mobile (641 

Les molécules se séparent donc selon leur caractère polaire, les 

molécules non polaires se déplaçant plus vite que les molécules 
polaires. 

Lorsque le front du solvant a parcouru une distance appropriée, 
le chromatogramme est retiré du solvant et séché. Si les sub- 
stances séparées sont invisibles, on peut les révéler par leur radio- 
activité, leur fluorescence ou leur capacité à atténuer la fluores- 
cence naturelle du papier sous un éclairage UV, ou encore en 
pulvérisant sur le chromatogramme une solution d'un produit qui 
donne une réaction colorée avec la substance recherchée. 

La vitesse de migration d'une substance peut s'exprimer selon 
le rapport 

distance parcourue par la substance 


Re — 6.5 
1° distance parcourue par le front du solvant [65] 


Pour un système de solvant donné et un type de papier, chaque 
substance a une valeur de R, caractéristique. 

Il arrive qu'une seule chromatographie sur papier ne suffise pas 
pour séparer les constituants d'un mélange complexe. On peut 
dans ce cas recourir à la chromatographie sur papier à deux 
dimensions (Fig. 6-17). Pour cela, on réalise un chromatogramme 
comme précédemment, mais on dépose l'échantillon à proximité 
d'un coin de la feuille de papier filtre et on le chromatographie 
parallèlement à un bord de la feuille. La chromatographie termi- 
née et le papier séché, le chromatogramme est tourné de 90° et 
chromatographié parallèlement au deuxième bord du papier, en 
utilisant un autre système de solvant. Comme chaque substance 
migre selon une vitesse caractéristique pour un système de solvant 
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donné, la deuxième chromatographie est censée améliorer nette- 
ment la séparation des substances contenues dans le mélange. 


d. La chromatographie sur couche mince permet de 

séparer des molécules organiques 

Dans la chromatographie sur couche mince (TLC), un fin 
(0,25 mm) revêtement d'un produit solide étalé sur une plaque de 
verre ou de plastique joue un rôle identique à celui du papier dans 
la chromatographie sur papier. Cependant, dans la TLC, le maté- 
riau chromatographique peut être extrêmement varié : échangeurs 
d'ions, supports de filtration sur gel, adsorbants physiques. Selon 
le choix du solvant qui sert de phase mobile, la séparation peut être 
le résultat d'adsorption, de partage, de filtration sur gel, d'échange 
d'ions ou de toute combinaison de ces mécanismes. La chromato- 
graphie sur couche mince est utilisée systématiquement pour ana- 
lyser des molécules organiques, compte tenu de ses avantages : 
facilité, rapidité et haute résolution. 


e. La chromatographie en phase inverse permet la 
séparation de produits non polaires, y compris des 
protéines dénaturées 
La chromatographie en phase inverse (RPC) est une forme 

de chromatographie de partage liquide-liquide dans laquelle le 

caractère polaire des phases est inversé par rapport à celui de la 
chromatographie sur papier : la phase stationnaire est un liquide 
non polaire immobilisé sur un support solide pratiquement inerte 
et la phase mobile est un liquide plus polaire. La RPC a été mise 
au point initialement pour séparer des mélanges de produits non 
polaires comme les lipides, mais elle s'est également révélée effi- 
cace pour séparer des produits polaires tels que des oligonucléo- 
tides et des protéines, sous réserve qu'ils présentent des zones non 
polaires accessibles. Dans les protéines natives, les chaînes laté- 
rales non polaires ont tendance à se localiser dans les zones 
internes dépourvues d'eau de la protéine (Section 8-3B). Cepen- 
dant, lorsque celle-ci est dénaturée, ces chaînes latérales se trou- 
vent exposées au solvant. Même lorsque la protéine est sous sa 
forme native, une proportion significative de ces groupes hydro- 
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FIGURE 6-17 Chromatographie à deux dimensions sur papier. 
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phobes se trouve, du moins en partie, exposée au solvant à la sur- 
face de la protéine. Par conséquent, sous certaines conditions, les 
protéines établissent des interactions de nature hydrophobe avec 
les groupes non polaires fixés sur une matrice immobilisée. Les 
interactions hydrophobes dans la RPC sont fortes. Par conséquent, 
la phase mobile pour l'élution doit être fortement non polaire (elle 
doit être très concentrée en solvants organiques tels que l'acétoni- 
trile) pour déplacer de la phase stationnaire les substances adsor- 
bées sur celle-ci. 11 s'en suit que la RPC dénature souvent les pro- 
téines. 


f. La chromatographie par interactions hydrophobes 
sépare les protéines natives en vertu de l'hydrophobicité 
de surface 
Les interactions hydrophobes sont à la base, non seulement de 

la RPC, mais également de la chromatographie par interactions 
hydrophobes (HIC). Dans la RPC la phase stationnaire a un 
caractère fortement hydrophobe, ce qui provoque souvent la déna- 
turation de la protéine. Dans l'HIC, au contraire, la phase station- 
naire est un produit hydrophile, tel qu'un gel d'agarose légèrement 
substitué par des groupes hydrophobes, en général des résidus 
octyle ou phényle. Les interactions hydrophobes qui s’établissent 
dans l'HIC sont donc généralement faibles, de sorte que les pro- 
téines conservent leur structure native, L'élution se fait selon un 
gradient qui réduit progressivement ces faibles interactions hydro- 
phobes. On utilise des tampons aqueux avec, par exemple, des 
concentrations en sel décroissantes (les interactions hydrophobes 
sont renforcées par augmentation de la force ionique: Sec- 
tion 6-2A), des concentrations en détergents croissantes, ou des 
augmentations de pH. Par conséquent, l'HIC sépare les protéines 
natives en fonction de leur degré d'hydrophobicité de surface, un 
critère différent de ceux sur lesquels se fondent les autres modes 
de chromatographie. 


g. L'HPLC a permis d'améliorer fortement le pouvoir de 

séparation 

Dans la chromatographie liquide à haute performance 
(HPLC), la séparation peut être fondée sur l'adsorption. l'échange 
d'ions, l'exclusion par la taille, ou sur l'HIC ou la RPC que nous 
venons de décrire. Cependant, le pouvoir de séparation est forte- 
ment amélioré grâce à l’utilisation de colonnes à haute résolution, 
d'où des temps de rétention fortement réduits, On utilise des 
colonnes étroites relativement longues dans lesquelles on entasse 
une matrice incompressible de billes de verre ou de plastique enro- 
bées d'une fine couche de phase stationnaire, Éventuellement, la 
matrice peut être de la silice 
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Silice 
dont les groupes hydroxyles disponibles peuvent être chimique- 


ment modifiés pour donner des groupements fonctionnels utilisés 
fréquemment en chromatographie par échange d'ions, RPC, HIC 
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systèmes de solvants déjà vus, y compris les mélanges binaires, 
voire tertiaires, utilisés pour les élutions par gradient. Cependant, 
pour ce qui est de l'HPLC, la phase mobile traverse la colonne 
remplie d'une matrice très compactée sous des pressions qui peu- 
vent atteindre 5000 psi (livre par pouce carré), ce qui diminue 
fortement la durée de l'analyse. Les substances éluées sont détec- 
tées à la sortie de la colonne par l'absorption en UV, l'indice de 
réfraction ou la fluorescence. L'HPLC présente les avantages sui- 


vants : 


L Haute résolution, qui permet la purification systématique de 
mélanges impossibles à analyser par d'autres techniques. 

2. Rapidité, qui permet de réaliser en moins d'une heure la 
plupart des séparations. 

3. Forte sensibilité, qui, dans le meilleur des cas, permet de 
doser des quantités de substances inférieures à la picomole. 

4, Possibilité d'automatisation. 
Pour toutes ces raisons, la plupart des laboratoires de biochimie 
sont actuellement équipés d'un appareil d'HPLC. Celle-ci est éga- 
lement utilisée pour l'analyse clinique des liquides du corps, car 
elle permet en routine le dosage rapide et automatique de quanti- 
tés de l'ordre du nanogramme de produits biologiques comme les 
vitamines, les stéroïdes, les lipides, et les métabolites issus de 
médicaments. 


4 BB ÉLECTROPHORÈSE 


L'électrophorèse, c'est-à-dire le déplacement d'un ion dans un 
champ électrique, est couramment utilisée pour séparer des molé- 
cules biologiques. Selon les lois de l'électrostatique, la force élec- 
trique, Fier QUI S'EXETCE SUr un ion porteur d'une charge q 
dans un champ électrique E est: 


Fccrique = QE (6.6) 


Au déplacement électrophorétique de l'ion dans la solution s'op- 
pose une force de friction : 


Ficrion = [6.7] 


où y est la vitesse de déplacement de l'ion et f est son coefficient 
de friction, Le coefficient de friction est une mesure de la résis- 
tance que la solution exerce sur l'ion qui se déplace. Ce coefficient 
dépend de la taille, de la forme et de l'état de solvatation de l'ion 
ainsi que de la viscosité de la solution (Section 6-SA). Dans un 
champ électrique constant, les forces qui s'exercent sur l'ion 
s'équilibrent : 


gŒE = vf [6.8] 


ainsi chaque ion se déplace à une vitesse caractéristique constante. 
La mobilité électrophorétique x d'un ion se définit par : 


n=vlE = qlf [6.9] 
Les mobilités électrophorétiques (ioniques) de plusieurs petits 


ions classiques dans de l'eau à 25 °C sont données dans le 
Hi na 


L'équation [6.9] n'est valable que pour les ions cn solution 
diluée à l'infini et dans un solvant non conducteur. En solution 
aqueuse, les polyélectrolytes comme les protéines sont entourés 
d'un nuage de contre-ions, ce qui crée un champ électrique sup- 
plémentaire d'une intensité telle que l'Ég. [6.9] n'est, au mieux, 
qu'une médiocre approximation de la réalité. Malheureusement, la 
complexité des solutions ioniques n’a pas permis, jusqu'à mainte- 
nant, le développement d'une théorie pour prévoir avec précision 
la mobilité des polyélectrolytes. Toutefois, l'Ég. [6.9] montre qu'à 
leur point isoélectrique, p/, les molécules ont une mobilité élec- 
trophorétique nulle. De plus, pour les protéines et autres polyélec- 
trolytes doués de propriétés acido-basiques, la charge ionique, et 
donc la mobilité électrophorétique, est fonction du pH. 

La séparation des protéines par électrophorèse a été décrite 
pour la première fois en 1937 par le biochimiste suédois Ame Tisé- 
lius. La technique qu'il a mise au point, l'électrophorèse à front 
mobile, a été, durant les premières années de la chimie des pro- 
téines, l’une des rares techniques d'analyse performantes. Cepen- 
dant, puisque ce processus se déroule entièrement en solution, il 
faut éviter le mélange par convexion des protéines en mouvement, 
ce qui requiert un appareillage lourd nécessitant de grandes quan- 
tités de produits à analyser. L'électrophorèse à front mobile a donc 
été remplacée par l'électrophorèse en zones, technique où 
l'échantillon est contraint à se déplacer dans un support solide tel 
que le papier filtre, l'acétate de cellulose ou, le plus souvent, un 
gel. Ainsi, le mélange de l'échantillon par convexion est éliminé, 
inconvénient qui limitait le pouvoir de résolution de l’électropho- 
rèse à front mobile. De plus, dans l'électrophorèse en zone, les dif- 
férents constituants de l'échantillon migrent sous forme de bandes 
bien individualisées (zones) et de petites quantités de matériel bio- 
logique suffisent. 


À. Électrophorèse sur papier 


Dans l'électrophorèse sur papier, l'échantillon est déposé en un 
point au milieu d'une bande de papier filtre ou d'acétate de cellu- 
lose imbibée de solution tampon. Les extrémités de la bande plon- 
gent dans deux réservoirs de tampon séparés dans lesquels sont 
placées les électrodes (Fig. 6-18). Quand on fait passer un courant 
continu (souvent -20 V - em°!} , les ions de l'échantillon migrent 
vers les électrodes de signe opposé, à des vitesses différentes pour 
former finalement des bandes bien séparées. La vitesse de migra- 
tion d'un ion est influencée, dans une certaine mesure, par ses 
interactions avec la matrice support, mais elle est essentiellement 
fonction de sa charge. Lorsque l'électrophorétogramme est achevé 
(en général après quelques heures), la bande est séchée et les 
constituants de l'échantillon sont localisés par les mêmes 
méthodes que celles utilisées dans la chromatographie sur papier 
(Section 6-3D). 

L'électrophorèse sur papier et la chromatographie sur papier 
sont assez comparables. Toutefois, dans la première, les ions sont 
séparés essentiellement en fonction de leur charge ionique, tandis 
qu'en chromatographie sur papier les molécules se séparent en 
fonction de leur caractère polaire. Les deux méthodes sont sou- 
vent combinées dans une technique à deux dimensions appelée 
« fingerprinting» («empreinte digitale») où l'échantillon est 
traité de la même manière que dans la chromatographie sur papier 
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la) 


(b) Bande de papier 


lons Dépôt de lons 
négatifs l'échantillon positifs 


FIGURE 6-18 Électrophorèse sur papier. (a) Représentation de l'appa- 
reil utilisé. L'échantillon est déposé en un point au milieu de la feuille de 
papier imbibée de tampon. Les extrémités du papier plongent dans les 
réservoirs de tampon dans lesquels sont placées les électrodes, et un 
champ électrique est appliqué. (b) Représentation de l'électrophoré- 
gramme obtenu, Notez que les ions positifs (cations) ont migré vers la 
cathode et que les ions négatifs (anions) ont migré vers l'anode.Les 
molécules non chargées n'ont pas migré. 


une électrophorèse à la place de la deuxième chromatographie. Les 
molécules se séparent donc en fonction de leur charge et de leur 
caractère polaire. 


B. Électrophorèse en gel 


L'électrophorèse en gel est une des méthodes de routine les plus 
performantes pour séparer des 
macromolécules. Elle a largement supplanté l'électrophorèse sur 
papier. Les gels d'usage courant, polyacrylamide et agarose, ont 
des pores de dimensions moléculaires dont on peut spécifier la 
taille. Pour séparer les molécules, on tire parti à la fois de leur 
mobilité électrophorétique et de la filtration sur gel. Cependant, 
les gels utilisés dans cette technique ont pour effet de ralentir la 
migration des grosses molécules par rapport aux plus petites. C'est 
l'inverse de ce qui se passe en chromatographie par filtration sur 
gel, car s'il y a un espace pour le solvant entre les billes dans cette 
dernière, il n'en est rien dans l'électrophorèse en gel (ici les gels 
sont directement coulés dans le dispositif à électrophorèse). 
Puisque les molécules de l'échantillon ne peuvent quitter le gel, le 
déplacement électrophorétique des molécules les plus grosses se 
trouve gêné par rapport à celui des molécules plus petites. 

Dans l'électrophorèse en gel de polyacrylamide (PAGE), les 
gels sont formés par la polymérisation, induite par radicaux libres, 
d'acrylamide et de N,N'-méthylènebisacrylamide dans un tam- 
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FIGURE 6-19 Polymérisation d'acrylamide et de N,N'-méthylènebi- 
sacrylamide pour former un gel de polyacrylamide réticulé. La poly- 
mérisation est induite par des radicaux libres issus de la décomposition 
chimique de persulfate d'ammonium (S,02 ® 2 SO; -) ou de la photo- 
décomposition de la riboflavine en présence de traces d'oxygène. Dans 
les deux cas, de La N,N,N',N'-tetraméthyléthylènediamine (TEMED), 


d'une fine plaque rectangulaire, dans laquelle plusieurs échan- 
tillons peuvent être analysés simultanément en parallèle (Fig. 6-20, 
un moyen aisé de comparer des échantillons similaires), Le tam- 
pon, qui est le même dans les deux réservoirs et dans le gel, a un 
PH (généralement -9 pour les protéines) tel que les macromolé- 
cules ont toutes une charge nette négative et vont donc migrer vers 
l'anode dans le réservoir inférieur. Les échantillons, qui peuvent ne 
contenir que 10 ug de macromolécule, sont dissous dans un 
volume minimum de solution de glycérol ou de saccharose suffi- 


FIGURE 6-20 Appareil à électrophorèse en plaque. Les échantillons 
sont déposés dans des puits répartis au sommet du gel et soumis à l'élec- 
tronhorèse en parallèle 


un stabilisateur de radicaux libres, est généralement ajoutée au gel. Les 
propriétés physiques et La taille des pores du gel dépendent de la propor- 
tion de polyacrylamide du gel et de son degré de réticulation. Les 
concentrations en polyacrylamide les plus couramment utilisées sont 
comprises entre 3 et 15 % avec une quantité de TEMED égale à 5 % de 
l'acrylamide totale présente. 


samment dense pour qu'ils ne se mélangent pas au tampon contenu 
dans le réservoir supérieur, et sont déposés dans des puits préfor- 
més au sommet du gel (Fig. 6-20). Éventuellement, l'échantillon 
peut être mis à l'intérieur d'un gel de faible longueur, le « gel- 
échantillon », dont les pores sont trop grands pour gêner la migra- 
tion des macromolécules. Un courant continu de -300 V est appli- 
qué à travers le gel durant un temps suffisant (30 à 90 minutes) 
pour séparer les constituants macromoléculaires en une série de 
bandes distinctes, puis le gel est retiré de son support et les bandes 
visualisées par une méthode appropriée (cf. ci-dessous). Par cette 
technique, un mélange de protéines de 0,1 à 0,2 mg peut donner 
jusqu'à 20 bandes différentes. 


a. L'électrophorèse à pH discontinu (« disc 
electrophoresis ») donne une résolution supérieure 


La finesse des bandes et donc le pouvoir de résolution de la 
méthode précédente sont limités par la longueur de la colonne de 
l'échantillon lorsqu'il pénètre dans le gel. Dans une technique ingé- 
nieuse, appelée électrophorèse à pH discontinu ou «disc{onti- 
nuous) electrophoresis », les bandes se trouvent fortement affi- 
nées. Ici, on utilise deux gels et plusieurs tampons (Fig. 6-21). Le 
gel de séparation est préparé comme nous l’avons déjà vu ; on coule 
sur celui-ci un gel à larges pores, dit gel de concentration ou gel 
«espaceur », de faible hauteur (1 cm). Le tampon du réservoir infé- 
rieur et du gel de séparation est comme déjà décrit, mais celui de la 
solution (ou gel) de l'échantillon et du gel de concentration a un pH 
inférieur d'environ deux unités à celui du précédent. Le pH du 
tampon du réservoir supérieur, qui doit contenir un acide faible 
(généralement de la glycine, pK; = 9,78), est ajusté à un pH proche 
de celui du réservoir inférieur. 
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FIGURE 6-21 Appareil d'électrophorèse à pH discontinu 
(«disc electrophoresis »). 


Lorsque le courant est mis, les ions du tampon du réservoir 
supérieur migrent dans le gel de concentration tandis que les ions 
du tampon du gel de concentration migrent devant eux. Il en 
résulte que les ions du tampon du réservoir supérieur trouvent un 
PH très inférieur à leur pK. Ils prennent alors leur forme neutre (ou 
de zwittérion dans le cas de la glycine), ce qui les rend électro- 
phorétiquement immobiles. Ceci entraîne un déficit en porteurs de 
charges: la résistance électrique R augmente donc dans cette 
région. Compte tenu du besoin d'un courant constant d'intensité / 
dans tout le circuit électrique, ceci entraîne, en vertu de la loi 
d'Ohm (E = RD), une forte augmentation très locale du champ élec- 
trique, E. Suite à cette augmentation du champ, les anions macro- 
moléculaires migrent rapidement jusqu'à ce qu'ils atteignent La 
région où se trouvent les ions du tampon du gel de concentration ; 
ici ils ralentissent car il n'y a pas de déficit en ions dans cette 
région. Ainsi, les ions macromoléculaires vont atteindre le gel de 
séparation sous forme de bandes ou de disques très fins (-0,01 mm 
d'épaisseur) rangés selon leur mobilité et qui se trouvent entre les 
ions en mouvement du réservoir supérieur et ceux du gel de 
concentration. Lorsque les ions macromoléculaires arrivent dans le 
gel de séparation, ils sont ralentis par effet de filtration sur gel. 
Ceci permet aux ions du tampon du réservoir supérieur de dépas- 
ser les bandes macromoléculaires et, comme le pH du gel de sépa- 
ration est supérieur, ils prennent leur forme chargée maximum 
lorsqu'à leur tour ils pénètrent dans le gel. Le déficit en porteurs 
de charge s'annule donc et, à partir de là, la séparation par élec- 
trophorèse se déroule normalement, Cependant, le fait que les 
bandes macromoléculaires sont très compactes lorsqu'elles pénè- 
trent dans le gel de séparation augmente fortement la résolution 
de séparation des macromolécules (cf. Fig. 6-22). 


b. Les gels d'agarose sont utilisés pour séparer par 

électrophorèse des molécules de grande taille 

Les pores de très grande taille nécessaires pour séparer par 
PAGE des composés de haute masse moléculaire (>200 kD) néces- 
sitent des gels dont les concentrations en polyacrylamide sont si 
faibles (<2,5 %) qu'ils sont trop mous pour être utilisés. Cette dif- 
ficulté est contournée en utilisant des gels d’agarose (Fig. 6-13). 
Par exemple, un gel d’agarose à 0,8 % est utilisé pour séparer des 
acides nucléiques dont la masse moléculaire peut atteindre 
ennnn in 
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FIGURE 6-22 Électrophorèse à pH discontinu d'un échantilon de 
sérum humain dans une colonne de gel de polyacrylamide de 

0,5 x 4,0 cm. Les protéines ont été colorées par de l'amido black, 
[Avec la permission de Robert W. Hartley, NIH.] 


c. Les bandes de gel peuvent être détectées par coloration, 
comptage radioactif, ou immunotransfert 
Après séparation par électrophorèse en gel, les bandes obte- 
nues peuvent être localisées par différentes techniques. Les pro- 
téines sont souvent révélées par coloration. Le bleu brillant de 
Coomassie, le colorant le plus utilisé à cet effet, est appliqué en 
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plongeant le gel dans une solution alcoolique acide du colorant. 
Ainsi, les protéines sont fixées dans le gel suite à leur dénatura- 
tion, et le colorant se complexe aux protéines, L'excès de colo- 
rant est éliminé par lavages successifs du gel avec une solution 
acide ou par électrophorèse, On peut ainsi détecter des bandes 
contenant 0,1 mg de protéine. Lorsque la quantité de protéines y 
est plus faible encore, on peut les révéler par coloration à l’ar- 
gent, environ 50 fois plus sensible mais plus difficile à utiliser. 
La fluorescamine, autre colorant des protéines, est une molécule 
non fluorescente qui, après réaction avec des amines primaires 
comme la lysine, forme un produit très fluorescent après irradia- 
tion par UV. 


AN F. j ù 
Lo 
Se Pa 4 
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Fluorescamine Adduit de fluorescamine 
{non fluorescente) (fortement fluorescent) 


Comme d'autres substances, les protéines peuvent être détec- 
tées par absorption en UV sur toute la longueur du gel. Si l'échan- 
tillon est radioactif, on peut soit sécher le gel sous vide, ce qui don- 
nera au gel l'aspect de la cellophane, soit l'envelopper de plastique 
puis le mettre au contact d'un film sensible aux rayons X. Après 
un certain temps (de quelques minutes à plusieurs semaines selon 
l'intensité des radiations), le film est développé et l'autoradio- 
graphie obtenue donne la position des composés radioactifs, les- 
quels noircissent le film (on peut aussi utiliser un détecteur sen- 
sible aux radiations -un film électronique- qui révélera la position 
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FIGURE 6-23 Détection des protéines par immunotransfert. 


3. Incuber avec 


‘a * l'anticorps 


des composés radioactifs en quelques secondes). On peut égale- 
ment découper le gel dans le sens de la largeur et mesurer dans un 
compteur à scintillation l'intensité de radioactivité de chacune 
des tranches obtenues. Cette dernière méthode est quantitative et 
donne des résultats plus précis que l'autoradiographie. On peut 
encore éluer les produits contenus dans les tranches de gel pour les 
identifier et/ou les soumettre à tout autre traitement. 

Si l’on dispose d'un anticorps dirigé contre la protéine d'inté- 
rêt, on peut détecter spécifiquement cette protéine sur le gel en pré- 
sence de beaucoup d'autres protéines par «immunotransfert » 
(appelé aussi Western blot), Cette technique, variante du Southern 
blotting (Section 5-5D), est semblable à l'ELISA (Section 6-1D). 
On la réalise de la manière suivante (Fig. 6-23) : 


1. Une fois l'électrophorèse terminée, le gel est appliqué, 
comme sur un buvard (blotting). sur une feuille de nitrocellulose 
{voir Fig. 5-50). Celle-ci he fortement les protéines de façon non 
spécifique [des membranes de nylon ou de difluorure de polyviny- 
lidine (PVDF) peuvent également être utilisées]. 


2. Les sites d'adsorption en excès sur la nitrocellulose sont 
saturés par une protéine non spécifique comme la caséine (une 
protéine du lait ; le lait écrémé est également utilisé) afin d'éviter 
l'adsorption non spécifique des anticorps (qui sont aussi des pro- 
téines) utilisés lors des étapes 3 et 4. 

3. La feuille de nitroeellulose est traitée par un anticorps (en 
général obtenu chez le lapin) dirigé contre la protéine d'intérêt 
(anticorps primaire). 

4. Après avoir éliminé, par lavage, l'excès d'anticorps pri- 
maire, la feuille de nitrocellulose est mise en présence d'un anti- 
corps de chèvre (anticorps secondaire) dirigé contre tous les anti- 
corps de lapin, et auquel est liée, par covalence, une enzyme facile 
à doser. 

5. Un nouveau lavage permet d'éliminer l'excès d'anticorps 
secondaire, après quoi l'enzyme liée à celui-ci est mise en 
évidence par une réaction colorée, ce qui fait apparaître la pro- 
téine recherchée sous forme d'une bande colorée sur la nitrocel- 
lulose. 


4. Laver, puis incuber 5. Doser la quantité 


l'anticorps de lapin avec un anticorps d'enzyme liée 
dingé contre la anti-lapin de chèvre par réaction 
protéine d'intérêt couplé à une enzyme  colorimétrique 


Liaison de = 


Liaison de l'anticorps 


primare 


On peut aussi marquer par l'isotope radioactif (#1 l'anticorps pri- 
maire utilisé dans la 3° étape, puis, après avoir lavé l'anticorps en 
excès, localiser par autoradiographie la protéine sur la feuille de 
nitrocellulose. 


C. SDS - PAGE 


Les savons et les détergents, molécules amphipathiques (Sec- 
tion 2-1B), sont des agents dénaturants puissants des protéines 
pour des raisons qui seront données dans la Section 8-4E. Le dodé- 
cyl sulfate de sodium (SDS), 


(CH;—(CH;),—CHy—0—S0, JNa* 
Dodécyl sulfate de sodium (SDS) 


un détergent souvent utilisé en biochimie, se lie très fortement aux 
protéines en leur conférant une forme de bâtonnet. La plupart des 
protéines se lient au SDS dans le même rapport : 1,4 g de SDS/£ 
de protéine (environ une molécule de SDS pour deux résidus 
d'acides aminés), La forte charge négative globale apportée par le 
SDS masque la charge intrinsèque des protéines, si bien que les 
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FIGURE 6-24 SDS-PAGE. Profil d'une électrophorèse à pH discontinu 

en gel de polyacrylamide-SDS, du surnageant (à gauche) et des fractions 
membranaires (à droite) de différentes souches de la bactérie Sa/monella 
typhimurium, Les échantillons contenant chacun 200 ug de protéines ont 
migré en parallèle sur une plaque de gel contenant 10 % de polyacryla- 

mide, de 35 cm de long et 0,8 mm d'épaisseur, La bande marquée MW 

correspond à des poids moléculaires standard. [Avec la permission de 
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FIGURE 6-25 Relation logarithmique entre la masse moléculaire 
d'une protéine et sa mobilité électrophorétique relative en SDS- 
PAGE. Cette relation est portée en graphique pour 37 polypeptides allant 
de 11 à 70 KkD. [D'après Weber, K. et Osbom, M. J. Biof, Chem. 244, 
4406, (1969).] 


protéines traitées au SDS ont tendance à avoir des rapports 
charge/masse identiques et des formes semblables. Par conséquent, 
l'électrophorèse de protéines en gel de polyacrylamide contenant 
du SDS sépare celles-ci en fonction de leur masse moléculaire, par 
effet de filtration sur gel. La Fig. 6-24 donne un exemple du pou- 
voir de résolution et de la reproductibilité de la SDS-PAGE. 

La SDS-PAGE permet de déterminer la masse moléculaire des 
protéines « normales » avec une précision de l'ordre de 5 à 10 %. 
Les mobilités relatives des protéines dans de tels gels varient en 
effet de façon linéaire avec le logarithme de leur masse molécu- 
laire (Fig. 6-25). En pratique, la masse moléculaire d'une protéine 
est déterminée en la soumettant à l’électrophorèse en même temps 
que des protéines « marqueurs » de masses moléculaires connues 
qui encadrent celle de la protéine d'intérêt. 

Beaucoup de protéines sont formées de plusieurs chaînes poly- 
peptidiques (Section 8-5A). Le traitement par le SDS détruit les 
interactions non covalentes entre ces sous-unités, Ainsi, la SDS- 
PAGE donne la masse moléculaire des sous-unités au lieu de celle 
de la protéine intacte, sauf si les sous-unités sont unies par ponts 
disulfure, Toutefois, on ajoute généralement du mercaptoéthanol 
aux gels de SDS-PAGE afin de réduire ces ponts disulfures (Sec- 
tion 7-1B). 


D. Focalisation isoélectrique 


Une protéine porte des groupes chargés positivement et négative- 
ment et a donc un point isoélectrique, p/, à savoir le pH auquel elle 
reste immobile dans un champ électrique (Section 4-1D), Si un 
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solution ayant un gradient de pH stable et dont le pH augmente 
lentement de l'anode vers la cathode, chaque protéine va migrer 
jusqu'à l'endroit où le pH du gradient est égal à son point iso- 
électrique. Si une molécule de protéine s'écarte de cette position, 
sa charge nette changera puisque la protéine se déplace dans une 
zone de pH différente, et les forces électrophorétiques résultantes 
la feront revenir à la position qui correspond à son point isoélec- 
trique. Chaque protéine se trouve donc «concentrée» sous forme 
d'une bande étroite de + 0,01 unité pH autour de son point iso- 
électrique. On appelle donc ce processus focalisation isoélec- 
trique ou isoélectrofocalisation ([EF). 

Un gradient de pH formé en mélangeant deux tampons diffé- 
rents dans des rapports qui varient en continu sera instable dans un 
Champ électrique en raison de la migration des ions du tampon qui 
se déplaceront vers l'électrode de signe opposé. L'IEF pallie ce 
problème, car le gradient de pH est obtenu en mélangeant des oli- 
gomères de faible masse moléculaire (300 à 600 Da) qui portent 
des groupes amino et carboxyliques aliphatiques (Fig. 6-26) for- 
mant ainsi un éventail de points isoélectriques. Sous l'influence du 
champ électrique qui traverse la solution, ces ampholytes (élec- 
trolytes amphotères) vont se répartir en fonction de leurs points 
isoélectriques, les plus acides se rassemblant à l'anode et les autres 
se plaçant progressivement en fonction de leur basicité, les plus 
basiques se concentrant à la cathode. Le gradient de pH, qui est 
maintenu par le champ électrique (d'environ 1000 V), résulte du 
pouvoir tampon de ces polyampholytes. On peut protéger le gra- 
dient de pH des courants de convexion en le préparant dans un gel 
de polyacrylamide faiblement réticulé sous forme de tube ou de 
couche mince. Les gels d'IEF contiennet souvent de l'urée -6M. 
Ce puissant agent dénaturant des protéines, contrairement au SDS, 
n'est pas chargé et ne peut donc pas modifier directement la charge 
d'une protéine. 

On peut aussi pratiquer l'IEF en gels contenant des gradients 
de pH immobilisés, Ceux-ci sont constitués de dérivés d'acryla- 
mide liés par covalence à des ampholytes. Avec un appareil à gra- 
dient comme celui de la Fig. 6-7, on polymérise un gel à partir 
d'un mélange, dont la composition varie constamment, de dérivés 
d’acrylamide de pK différents, de sorte que le pH varie en continu 
d'un bout à l'autre du gel. 

Le fait que la focalisation isoélectrique sépare les protéines en 
bandes très fines explique l'usage tant analytique que préparatif de 
cette technique. Beaucoup de préparations protéiques que l'on sup- 
posait homogènes ont été séparées par IEF en plusieurs compo- 
sants, L'TEF peut être associée à l'électrophorèse, ce qui donne une 
technique de séparation extrêmement performante, l’électropho- 
rèse sur gel en deux dimensions ou électrophorèse 2D 
(Fig. 6-27). On peut ainsi détecter jusqu'à 5000 protéines diffé- 
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FIGURE 6-26 Formule générale des ampholytes utilisés en focalisa- 
tion isoélectrique. 


FIGURE 6-27 Électrophorèse sur gel en deux dimensions. Autoradio- 
gramme montrant la séparation des protéines d'E. cofi après électropho- 
rèse 2D (focalisation isoélectrique dans la dimension horizontale et SDS- 
PAGE dans la dimension verticale), Un échantillon de 10 pg de protéines 
d'E. coli où l'on avait préalablement incorporé des acides aminés mar- 
qués au C, a été soumis à focalisation isoélectrique dans un tube dé 
2,5 x 130 mm d'un gel de polyacrylamide contenant de l'urée, Le tube 
de gel a alors été récupéré et placé le long d'une plaque dé gel de paly- 
acrylamide-SDS, avant nouvelle électrophorèse. Plus de mille taches ont 
été comptées sur l'autoradiogramme original, après une exposition de 
825 h. [Avec la permission de Patrick O'Farrell, University of California 
at San Francisco. | 


rentes sur un seul gel. Ceci fait de l'électrophorèse 2D un outil pré- 
cieux en protéomique, discipline qui consiste à étudier le pro- 
téome. (Par analogie avec le terme « génome », on définit le pro- 
téome comme l'ensemble de toutes les protéines présentes dans un 
tissu ou un organisme, en précisant leur quantité, localisation, 
modifications, interactions et activités, ainsi bien sûr que leur iden- 
tité). Les taches (« spots ») du gel coloré qui correspondent à des 
protéines pures peuvent être excisées du gel (avec un scalpel ou un 
robot guidé par une image digitalisée du gel enregistrée par 
balayage optique ou caméra digitale) et décolorées. Les protéines 
sont ensuite éluées de ces fragments de gel en vue de leur identi- 
fication et/ou caractérisation, souvent par spectrométrie de masse 
(Section 7-1J), Des différences dans le protéome de préparations 
similaires peuvent être mises en évidence en comparant les posi- 
tions et les intensités des taches sur les gels 2D de telles prépara- 
tions, au besoin à l’aide d’un ordinateur après enregistrement de 
l'image des gels. De nombreux gels 2D de référence sont acces- 
sibles sur la toile via http:/www.expasy.ch/ch2d/2d-index.html. 
On trouve dans ces bases de données les images de gels 2D et 
l'identité de nombreuses protéines ainsi identifiées, provenant 
d'une multitude d'organismes et de tissus. 


E. Électrophorèse en capillaire 


Bien que l'électrophorèse en gel soit une méthode classique très 
efficace pour séparer des molécules chargées, elle demande géné- 
ralement plusieurs heures et elle est difficile à rendre quantitative 
et à automatiser. Une variante qui n'a pas ces inconvénients est 
l'électronhorèse en canillaire (CF) aue l'on réalies dans des 


tubes capillaires très étroits (20 à 100 um de diamètre interne) en 
quartz, verre ou plastique. L'étroitesse de ces capillaires dissipe 
rapidement la chaleur et permet donc l'utilisation de champs élec- 
triques élevés (de 100 à 300 V - cm°}, soit environ 10 fois plus que 
pour la plupart des autres techniques électrophorétiques), ce qui 
réduit les temps de séparation à quelques minutes. De plus, ces 
séparations rapides minimisent l’étalement des bandes par diffu- 
sion, rendant celles-ci extrêmement nettes. Les capillaires peuvent 
être remplis d’un tampon (comme dans l’électrophorèse à front 
mobile, mais ici le diamètre étroit du capillaire élimine pratique- 
ment toute possibilité de mélange dû aux courants de convection), 
de gel de polyacrylamide-SDS (séparation selon la masse molécu- 
laire ; Section 6-4C), ou d'ampholytes (focalisation isoélectrique : 
Section 6-4D). Ces techniques de CE ont un pouvoir de résolution 
extrêmement important et peuvent être automatisées d'une 
manière identique à l'HPLC, c'est-à-dire, avec une charge auto- 
matique de l'échantillon et un système de détection en direct. La 
CE ne permettant de séparer que de petites quantités de substances, 
elle ne peut être utilisée que comme technique d'analyse. 


5 M ULTRACENTRIFUGATION 


Si un récipient rempli de sable et d'eau est agité puis laissé au 
repos, le sable se déposera rapidement au fond du récipient sous 
l'influence de la gravité terrestre (accélération : g = 9,81 m : s”). 
Cependant les macromolécules en solution, soumises au même 
champ de gravitation, ne sédimentent pas de façon perceptible car 
leur mouvement thermique désordonné (mouvement Brownien) 
assure leur répartition uniforme dans toute la solution. Ce n'est que 
lorsqu'elles sont l'objet d'accélérations considérables que les 
macromolécules commencent à sédimenter à la manière des grains 
de sable. 

L'ultracentrifugeuse, mise au point vers 1923 par le biochi- 
miste suédois The Svedberg, peut atteindre des vitesses de rotation 
de 80000 rpm (révolutions par minute) ce qui crée des champs de 
centrifugation supérieurs à 600 000 g. Cet appareil permit à Sved- 
berg de montrer pour la première fois que les protéines sont des 
macromolécules de nature homogène et que beaucoup de protéines 
sont formées de sous-unités. L'ultracentrifugation est devenue un 
outil indispensable pour isoler des protéines, des acides nucléiques 
et des particules subcellulaires. Dans cette section, nous donnerons 
les grandes lignes de la théorie et de l'utilisation de l'ultracentri- 
fugation. 


A. Sédimentation 
La vitesse à laquelle une particule sédimente dans l'ultracentrifu- 
geuse est fonction de sa masse, La force Fi rion QUi S'EXErCE 
pour sédimenter une particule de masse m située à une distance r 
du point autour duquel elle tourne avec une vitesse angulaire « (en 
radians - s°!) est égale à la force centrifuge (mor) qui s'exerce sur 
la particule moins la force de flottaison (V,p”r) exercée par la 
solution : 

Foédimentorion = mor -V par [6.10] 


où V,, est le volume de la particule et p la densité de la solution. 
Cenendant. le déplacement d'une particule dans une solution. 
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comme nous l'avons vu en étudiant l'électrophorèse, est contre- 
carré par la force de friction : 


Fscñon = 16.7] 


où v = dr/dt est la vitesse de déplacement de la particule qui sédi- 
mente et f est le coefficient de friction. Le coefficient de friction 
de la particule peut être calculé en mesurant sa vitesse de diffusion. 
Sous l'influence de la force de gravitation (force centrifuge), la 
particule se déplace jusqu'à ce que les forces qui s'exercent sur 

elle s'équilibrent exactement : 
mor — V. 


r=\f (6.11] 


La masse d'une mole de particules M est : 


M = mN [6.12] 
où W est le nombre d'Avogadro (6,022 x 10%). Ainsi, le volume 
d'une particule, V,, peut s'exprimer en fonction de sa masse 
molaire : 


[6.13] 


où , le volume spécifique partiel de la particule, est égal à la 
variation de volume lorsque 1 g (poids sec) de particules est dis- 
sous dans un volume infini du soluté. Pour la plupart des protéines 
dissoutes dans l'eau pure à 20°C, V est proche de 0,73 cm° : g'! 
(Tableau 6-5). En fait, pour les protéines dont la composition en 
acides aminés est connue, V peut être calculé avec une bonne 
approximation en faisant la somme des volumes spécifiques par- 
ticls de ses résidus d'acides aminés, ce qui signifie que les atomes 
dans les protéines sont très proches les uns des autres (Sec- 
tion 8-3B). 


a. Une particule peut être caractérisée par sa vitesse de 
sédimentation 
En substituant les équations [6.12] et [6.13] dans l'équation 
16.11}, on obtient : 
MG - Vphwr 
= N 


On peut définir maintenant le coefficient de sédimentation s 
v (Sr) M(1 - Vp) 
See —— = ——— 


[6.14] 


cor @\ d Nf (6.151 
Le coefficient de sédimentation, valeur analogue à la mobilité élec- 
trophorétique (Éq. [6.9]) car exprimée en vitesse par unité de 
force, est généralement exprimé en unités de 10°!* s, que l’on 
appelle des unités Svedberg (S). Par souci d’uniformité, on donne 
généralement la valeur du coefficient de sédimentation telle qu'elle 
serait à 20°C dans un solvant ayant la densité et la viscosité de 
l'eau pure. Cette valeur est symbolisée par 5,,,. Le Tableau 6-5 et 
la Fig. [6-28] donnent les valeurs de $,,,, en unités Svedberg de 
plusieurs composés biologiques. 

D'après l'équation [6.15], la masse d’une particule m = M/N 
peut être calculée à partir de son coefficient de sédimentation, s, 
et de la densité. 0. si l'on connaît la valeur de son coefficient de 
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TABLEAU 6-5 Constantes physiques de quelques protéines 


Masse 

Protéine moléculaire (kD) 
Lipase (lait) 6,7 
Ribonucléase A (pancréas bovin) 12,6 
Cytochrome c (cœur de bœuf) 134 
Myoglobine (cœur de cheval) 16,9 
a-Chymotrypsine (pancréas bovin) 216 
Crotoxine (serpent à sonnette) 29,9 
Concanavaline B (haricot-sabre) 42,5 
Toxine de la diphtérie 70,4 
Cytochrome oxydase (P. aeruginosa) 89,8 
Lactate déshydrogénase H (poulet) 150 
Catalase (foie de cheval) 222 
Fibrinogène (homme) 340 
Hémocyanine (seiche) 612 
Glutamate déshydrogénase (foie de bœuf) 1015 
Protéine du virus de la mosaïque du navet jaune 3013 


Volume spécifique Coefficient Rapport 
partiel Vu, de sédimentation de friction 
(em°-g"!) 80 (S) flo 

0,714 1,14 1,190 
0,707 2,00 1,066 
0,728 1,71 1,190 
0,741 2,04 1,105 
0,736 2,40 1,130 
0,704 3,14 1,221 
0,730 3,50 1,247 
0,736 4,60 1,296 
0,730 5,80 1,240 
0,740 731 1,330 
0,715 11,20 1,246 
0,725 7,63 2,336 
0,724 19,50 1,358 
0,750 26,60 1,250 
0,740 48,80 1,470 


D'après Smith, M.H., dans Sober, HA. (Ed.), Handhook of Biochemistry and Molecular Biology (2nd ed.), p. C-10, CRC Press (1970). 


friction f et son volume partiel spécifique V. En fait, avant les 
années 1970, la plupart des masses de macromolécules étaient 
calculées grâce à l’ultracentrifugeuse analytique, qui permet de 
mesurer la vitesse de sédimentation de molécules en cours de 
centrifugation grâce à un dispositif optique (les masses des 
macromolécules sont trop importantes pour qu'on puisse les 
déterminer de façon précise par les techniques physiques clas- 
siques comme les mesures du point de fusion ou de pression 
osmotique). Bien que l'arrivée de techniques beaucoup plus 
simples pour déterminer les masses moléculaires, la chromato- 
graphie en filtration sur gel (Section 6-3B) et la SDS-PAGE (Sec- 
tion 6-4C) par exemple, ait pratiquement rejeté la technique d'ul- 
tracentrifugation analytique aux oubliettes, la mise au point 
récente de nouveaux instruments a remis cette technique à la 
mode. Elle est particulièrement utile pour caractériser les com- 
plexes de macromolécules associées. 


b. Le rapport de friction est révélateur de la solvatation et 
de la forme des molécules 
Pour des particules sphériques non solvatées de rayon r,, le 
coefficient de friction peut être calculé à partir de l'équation de 
Stokes 


[= 6mn7r, [6.16] 
où h est la viscosité de la solution. La solvatation augmente le 
coefficient de friction d'une particule en augmentant son volume 
réel ou volume hydrodynamique. De plus, f est minimum quand 
la particule est une sphère. Ceci, parce qu'une particule non sphé- 
rique a une surface plus grande qu'une particule sphérique de 
même volume et qu'elle présente donc, en moyenne, une plus 
grande surface de contact lors du déplacement qu'une sphère. 

Le coefficient de friction, f, d'une particule dont on connaît la 
masse et le volume spécifique partiel peut être déterminé par ultra- 
centrifugation à partir de l'Ég. [6.15]. Le rayon effectif ou rayon 


de Stokes r. d'une particule en solution peut être calculé en résol- 
vant l'Éd. (6.16), à partir des valeurs de f et n déterminées expéri- 
mentalement. Réciproquement, le coefficient de friction minimum, 
fs d'une particule peut être calculé à partir de la masse et du 
volume spécifique partiel de la particule, en supposant qu'elle soit 
de forme sphérique (V,, = 4/3xr;) et non solvatée : 


3MV \15 
h= 6m (5) 

Si le rapport de friction, //f,, d'une particule est très supérieur à 
1, cela signifie que la particule est fortement solvatée et/ou forte- 
ment allongée. Les rapports de friction de quelques protéines sont 
donnés dans le Tableau 6-5. Les protéines « globulaires » dont on 
sait, d'après l'étude de leurs structures, qu'elles sont relativement 
compactes et sphéroïdes (Section 8-3B) ont des rapports de fric- 
tion qui vont jusqu'à -1,5. Des molécules fibreuses comme l'ADN 
et la protéine de coagulation du sang, le fibrinogène (Sec- 
tion 35-1A), ont des rapports de friction plus élevés. Après déna- 
turation, les coefficients de friction des protéines globulaires aug- 
mentent jusqu'à une valeur double car les protéines dénaturées 
prennent des conformations « random coil » (enroulées au hasard) 
souples et instables, où toutes les régions de la molécule se trou- 
vent au contact du solvant (Section 8-1D). 


[6.17] 


B. Ultracentrifugation préparative 


Comme leur nom l'indique, les ultracentrifugeuses préparatives 
permettent de préparer des échantillons en quantité, et diffèrent des 
ultracentrifugeuses analytiques par l'absence de dispositif d'ob- 
servation de l'échantillon. Les rotors de ces centrifugeuses 
contiennent des tubes cylindriques dont les axes peuvent être 
parallèles, perpendiculaires, ou faire un certain angle avec l'axe de 
rotation du rotor, selon l'usage souhaité (Fig. 6-29). 

Pour dériver l'Ég. [6.15], nous avons supposé que la sédimen- 
tation se fait en milieu homogène, Cependant, la sédimentation 
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Acides nucléiques 


FIGURE 6-28 Valeurs des coefficients de sédimentation, en unités Svedberg (S), de quelques consti- 
tuants biologiques. [D'après un schéma fourni par Beckman Instruments, Inc.] 


peut être réalisée dans une solution d'un composé inerte, comme 
le saccharose ou le CsCI, dans laquelle la concentration de la solu- 
tion, et donc sa densité, augmente depuis le sommet jusqu'au fond 
du tube à centrifuger. L'utilisation de tels gradients de densité 
augmente fortement le pouvoir de résolution de l'ultracentrifu- 
geuse. Deux applications des gradients de densité sont très utili- 
sées: (1) l'ultracentrifugation zonale et (2) l'ultracentrifuga- 


Dans l'ultracentrifugation zonale, une solution de macromolé- 
cules est soigneusement déposée au-dessus d'un gradient de den- 
sité préparé à l'aide d'un dispositif analogue à celui représenté 
dans la Fig. 6-7, Le rôle du gradient de densité est d'assurer le pas- 
sage en douceur des différentes plages (ou zones) macromolécu- 


lairpe en minimicant la mélanoa Aa la enlutinn nar rnnverinn le 
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FIGURE 6-29 Quelques rotors d'ultracentrifugeuse préparative, Les 
tubes à centrifuger des rotors à godets oscillants (à l'arrière) sont articu- 
lés de sorte qu'ils passent de la position verticale à la position horizon- 
tale sitôt que le rotor se met à tourner, tandis que les tubes des autres 
rotors font un angle fixe avec l'axe du rotor, [Avec li permission de 
Beckman Instruments, Inc.] 


saccharose, qui donne une solution sirupeuse et biochimiquement 
inerte, est souvent utilisé pour former un gradient de densité pour 
l'ultracentrifugation zonale, La pente du gradient de densité 
obtenu est généralement faible, car la densité maximum de la solu- 
tion doit être inférieure à celle de la macromolécule d'intérêt la 
moins dense. Cependant, l'équation [6.15] montre que la vitesse 
de sédimentation d'une macromolécule dépend plus de sa masse 
moléculaire que de sa densité. Par conséquent, l'ultracentrifuga- 
tion zonale sépare des macromolécules de formes identiques 
essentiellement en fonction de leurs masses moléculaires. 

Au cours de la centrifugation, chaque type de macromolécule 
traverse le gradient à une vitesse qui dépend essentiellement 


Échantillon 
Composé 
Centrifugation sédimentant 
lentement 
saccharose sédimentant 
rapidement 


FIGURE 6-30 La centrifugation zonale. L'échantillon est déposé à la 
surface d'un gradient de saccharose (d gauche), Lors de la centrifugation 
(au centre), chaque particule sédimente à une vitesse qui dépend essen- 


de son coefficient de sédimentation et donc se déplace sous 
forme d'une zone distincte d'autres zones, comme le montre 
schématiquement la Fig. 6-30. Après centrifugation, les diffé- 
rentes fractions sont recueillies, pour analyse ultérieure, par un 
trou pratiqué avec une aiguille au fond du tube à centrifuger en 
cellulose. 


b. L’ultracentrifugation en gradient de densité à 

l'équilibre sépare les particules selon leur densité 

Dans l'ultracentrifugation en gradient de densité à l’équi- 
libre, également appelée ultracentrifugation isopycnique (du 
grec : isos, égal et pyknos, dense), l'échantillon est dissous dans 
une solution relativement concentrée d'une substance dense, qui 
diffuse rapidement (donc de faible masse moléculaire) comme 
CsCI ou Cs,SO,, puis est centrifugé à grande vitesse jusqu'à ce 
que la solution soit à l'équilibre, La force centrifuge élevée crée un 
gradient de forte pente dans le soluté de faible masse moléculaire 
(Fig. 6-31); les composants de l'échantillon vont s'y équilibrer 
sous forme de bande aux endroits où leur densité est égale à celle 
de la solution, c'est-à-dire lorsque (1 -Vp de l'Ég. [6.15] est égal 
à zéro (Fig. 6-32). Ces bandes sont recueillies en fractions sépa- 
rées, après ponction du tube comme décrit précédemment. La 
concentration saline des fractions, donc la densité de la solution, 
est déterminée facilement grâce à un réfractomètre d'Abbé, ins- 
trument optique qui mesure l'indice de réfraction d'une solution. 
La technique d'ultracentrifugation en gradient de densité à l'équi- 
libre est souvent la meilleure méthode pour séparer des mélanges 
dont les constituants ont des densités très différentes : les acides 
nucléiques, les virus, et certains organites subcellulaires comme 
les ribosomes. Cependant, la centrifugation isopycnique n'est 
guère appropriée pour séparer des mélanges de protéines, car la 
plupart des protéines ont des densités très semblables (de plus, des 
concentrations salines élevées précipitent ou même dénaturent les 
protéines). 


Fractionnement 


IE 


tiellement de sa masse. À la fin de la centrifugation, le tube à centrifuger 
est percé et les particules séparées (zones) sont recueillies (à droite). 
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FIGURE 6-31 Répartition de densité à l'équilibre d'une solution de 
CsCI dans une ultracentrifugeuse tournant à 39 460 rpm. La densité 
initiale de la solution était de 1,7 g- mL-!. {D'après If, J. B., 
Voet, D. H., and Vinograd, J., J. Phys. Chem. 65, 1138 (1961).] 


6 M FRACTIONNEMENT DES ACIDES 
NUCLÉIQUES 

Dans ce qui précède, nous avons exposé les principales méthodes 
pour isoler et caractériser les protéines. Certaines de ces méthodes, 
moyennant adaptation éventuelle, sont utilisées couramment pour 
fractionner les acides nucléiques selon leur longueur, leur compo- 
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sition en bases ou leur séquence. De nombreuses autres techniques 
ne s'appliquent qu'aux acides nucléiques. Dans cette section, nous 
verrons les protocoles de séparation des acides nucléiques qui sont 
les plus utilisés. 


A. Méthodes en solution 


Les acides nucléiques natifs sont toujours associés à des protéines. 
Dès que les cellules sont broyées (Section 6-1B), les acides 
nucléiques doivent donc être déprotéinisés. On peut réaliser cette 
opération en agitant (très doucement si on veut isoler un ADN de 
haut poids moléculaire ; Section 5-3D) la solution aqueuse conte- 
nant le complexe protéine-acide nucléique dans un mélange 
25:24:1 de phénol, de chloroforme et d'alcool isoamylique. Ceci 
dénature les protéines et les fait passer dans la phase organique, 
non miscible à l'eau, qui est ensuite séparée par centrifugation de 
la phase aqueuse contenant les acides nucléiques (s'il y a beaucoup 
de protéines, celles-ci forment un précipité blanc entre les deux 
phases), On peut aussi (ou en plus) séparer les protéines des acides 
nucléiques par traitement avec des agents dénaturants tels que les 
détergents, le chlorure de guanidium ou de hautes concentrations 
en sels, et (ou) en hydrolysant les protéines par des enzymes pro- 
téolytiques. Les acides nucléiques, comprenant les ARN et ADN, 
peuvent être alors récupérés après précipitation à l'éthanol. On 
peut ensuite conserver seulement les ARN, en traitant le précipité 
repris en solution avec l'ADNase pancréatique qui hydrolyse 
l'ADN, Inversement, on peut débarrasser l'ADN de l'ARN par 
traitement à l'ARNase. On peut aussi séparer l'ARN de l'ADN par 
ultracentrifugation (Section 6-5B). 

Au cours de toutes ces opérations et de celles qui suivent, il 
faut protéger les acides nucléiques de la dégradation qui résulte 
des activités nucléasiques, présentes dans le matériel biologique 
tout comme sur les mains de l'expérimentateur. Les nucléases peu- 


FIGURE 6-32 Ultracentrifugation isopycnique. Centrifugation d'un 
mélange homogène de macromolécules dans une solution d'un soluté 
dense diffusant rapidement comme le CsC1 (à sauche). À l'éauilibre dans 


2. Centrifugation 


3. Le gradient s'est formé 
et les molécules sont 
rassemblées à leurs 
positions isopycniques 


un champ de centrifugation, le soluté forme un gradient de densité dans 
lequel les macromolécules migrent jusqu'à ce qu'elles trouvent une den- 
sité égale à leur propre densité de flottation (à droite). 
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vent être inhibées par des agents chélateurs comme l'acide éthy- 


lènediamine tétra-acétique (EDTA), 
HOOC—H,C, CH,—CO0H 
N—CHy—CHyN, 
HOOC—H,C CH, —CO0H 


Acide éthylènediamine tétra-acétique (EDTA) 


qui a la propriété de séquestrer les cations bivalents indispensables 
à l'activation des nucléases. Dans les cas où aucune activité 
nucléasique ne peut être tolérée, toute la vaisselle en verre doit être 
autoclavée, pour dénaturer les nucléases à haute température ; l'ex- 
périmentateur doit en outre porter des gants en plastique stériles. 
Les acides nucléiques sont néanmoins plus faciles à purifier que 
les protéines, car ils ne possèdent pas, dans la plupart des cas, des 
structures tertiaires complexes qui les rendraient fragiles dans les 
conditions extrêmes de leur purification. 


B. Chromatographie 


La majorité des techniques chromatographiques utilisées pour 
séparer les protéines (Section 6-3) sont applicables aux acides 
nucléiques. La chromatographie sur papier ou sur couche mince 
permet de fractionner les oligonucléotides. Ces méthodes sont 
maintenant remplacées par les techniques d'HPLC, en particulier 
en phase inverse, beaucoup plus efficaces. Les acides nucléiques 
plus longs sont souvent séparés par d'autres méthodes, comprenant 
la chromatographie par échange d'ions et la filtration sur gel. 


a. L'hydroxyapatite peut être utilisée pour isoler et 

fractionner l'ADN 

L'hydroxyapatite (forme de phosphate de calcium, Sec- 
tion 6-3D) est utilisée avec succès pour la purification et le frac- 
tionnement de l'ADN par chromatographie. L'ADN double brin 
s'y lie plus fortement que la plupart des autres molécules. On peut 
donc isoler rapidement de l'ADN à partir d'un lysat cellulaire 
déposé sur une colonne d'hydroxyapatite, en lavant la colonne 
avec une solution tampon phosphate de concentration faible afin de 
décrocher seulement les ARN et les protéines et en éluant ensuite 
l'ADN avec une solution concentrée en phosphate. L'ADN simple 
brin est élué de l'hydroxyapatite à une concentration en phosphate 
inférieure à celle qui élue l'ADN double brin. 


b. Les ARN messagers peuvent être isolés par 

chromatographie d'affinité 

On utilise la chromatographie d'affinité (Section 6-3C) pour 
séparer des acides nucléiques particuliers. Par exemple, la plupart 
des ARN messagers eucaryotes (ARNm) ont une séquence 
poly(A) à leur extrémité 3° (Section 5-4A). Ils peuvent être rete- 
nus sur une matrice d'agarose ou de cellulose à laquelle on a greffé 
des séquences poly(U) par liaisons covalentes, Les séquences 
poly(A) s'hybrident spécifiquement aux séquences poly(U) à 
concentration élevée en sels et à température assez basse. Les 
ARNm peuvent être élués ensuite en modifiant ces deux condi- 
tions. De plus, si la séquence d’un ARNm est au moins partielle- 
ment connue, par exemple en se fondant sur la séquence en acides 
aminés correspondante, il est possible de synthétiser un brin com- 


plémentaire ADN d'un ARNm, par les méthodes décrites dans la 
section 7-6A, et de l'utiliser pour isoler cet ARNm particulier. 


C. Électrophorèse 


Les acides nucléiques d'un type particulier peuvent être séparés 
par électrophorèse en gel de polyacrylamide (Sections 6-4B et 
6-4C), puisque la mobilité électrophorétique dans ces gels est 
inversement proportionnelle à la masse moléculaire, La limite 
d'utilisation de ces gels d'acrylamide vient du fait que des acides 
nucléiques de l'ordre du millier de paires de bases n'y pénètrent 
pas, même si le gel est faiblement réticulé. On a surmonté partiel- 
lement cet inconvénient en utilisant des gels d'agarose, On peut 
ainsi fractionner des acides nucléiques assez longs sur des gels 
contenant peu d'agarose et par exemple séparer les plasmides de 
l'ADN beaucoup plus grand contenu dans le chromosome bacté- 
rien. 


a. L'ADN duplex peut être détecté par sa coloration 
sélective avec des agents intercalants 
Si on doit isoler des bandes d'ADN d'un gel, il faut pouvoir les 
repérer. L'ADN double brin est rapidement coloré par des molé- 
cules aromatiques cationiques et de forme plane, telles que l'ion 
éthidium, l’acridine orange ou la proflavine. 


“* 
a “cn, 


Éthidium 
EX 
(CH3XN N7 N(CH;)y 
Acridine orange 
ex 
HN $7 NH, 
H 
Proflavine 


Ces colorants forment un complexe avec l'ADN en s’intercalant 
par glissement entre les paires de bases empilées. Après excita- 
tion par les rayons UV, leur fluorecence est beaucoup plus intense 
qu'à l’état libre. Ainsi, on détectera aussi peu que 50 ng d'ADN 
dans un gel en colorant celui-ci avec le bromure d'éthidium 
(Fig. 6-33). L'ADN simple brin et l'ARN augmentent aussi la 
fluorescence de l'éthidium, mais dans une mesure moindre que 
l'ADN duplex. 


FIGURE 6-33 Électrophorégramme d'un gel d'agarose d'ADN 
double hélice. Après l’électrophorèse, le gel a été immergé dans une 
solution de bromure d'éthidium, lavé et photographié sous UV, La fluo- 
rescence du cation éthidium est fortement augmentée s'il forme un com- 
plexe avec l'ADN. Les bandes fluorescentes indiquent donc des frag- 
ments d'ADN de longueurs différentes. Les trois pistes parallèles 
contiennent des échantillons identiques afin de démontrer la reproductibi- 
lité de cette technique. [Photo prise par Elizabeth Levine. Extrait de Frei- 
delder D., Biophysical Chemistry. Applications 10 Biochemistry and 
Molecular Biology (X éd.). p. 292, W.H. Freeman (1982), Utilisation 
autorisée. | 


b. Des ADN très longs sont séparables par électrophorèse 

en champ pulsé 

La longueur des ADN pouvant être séparés par les électro- 
phorèses habituelles ne dépasse pas 100000 pb, même si les gels 
ne contiennent que 0.1% d'agarose (ce qui par ailleurs rend ces 
gels extrêmement fragiles). L'invention de l'électrophorèse en 
champ pulsé (PFGE) par Charles Cantor et Cassandra Smith a 
permis de repousser cette limite à plus de 10 millions de pb (6,6 
millions de kD). L'appareil d'électrophorèse utilisé en PFGE est 
équipé de deux paires d'électrodes, ou plus, disposées à la péri- 
phérie d'un gel d'agarose en plaque. Les paires d'électrodes 
opposées envoient un courant par pulsions d’une durée variant de 
0,1 à 1000 s, selon les longueurs des ADN à séparer. Le dépla- 
cement de l'ADN exige que ces molécules très longues trouvent 
un passage à travers le labyrinthe des mailles du gel en direction 
de l'anode. Si la direction du champ électrique change brusque- 
ment, les molécules d'ADN sont forcées de réorienter leur axe 
longitudinal dans le nouveau champ, avant de pouvoir continuer 
leur progression dans le gel. Le temps nécessaire à cette réorien- 
tation augmente avec la longueur de la molécule, On peut ainsi 
choisir une disposition des électrodes et des durées de chaque 
pulsion électrique, pour obtenir une migration plus rapide des 
ADN les plus courts, ce qui entraînera leur séparation en fonc- 
tion de leur longueur (Fig. 6-34). 


D. Ultracentrifugation 


L'ultracentrifugation à l'équilibre en gradient de densité de CsCI 
{Section 6-SB) eet un des nrocédés de sénaration d'ADN lee nlue 


Section 6-6, Fractionnement des acides nucléiques 157 


utilisés. La densité de flottation r du CsCI au niveau de la bande 
d'ADN-Cs* dépend de la composition en bases selon : 

p = 1,660 + 0,098 X,. [6.18] 
Le gradient de CsCI sépare donc l'ADN en fonction de sa compo- 
sition en bases, Par exemple, les ADN eucaryotes contiennent sou- 
vent des fractions minoritaires qui forment des bandes séparées de 
la bande majoritaire, Certaines bandes appelées satellites corres- 
pondent à l'ADN mitochondrial ou chloroplastique, Une classe 
importante d'ADN satellite est constituée par des séquences répé- 
tées qui sont des courts fragments d'ADN répétés sur un chromo- 
some des centaines, des milliers et dans quelques cas, des millions 
de fois (Section 34-2B). De même, les plasmides peuvent être 
séparés de l'ADN du chromosome bactérien par ultracentrifuga- 
tion en gradient de densité à l'équilibre. 

L'ADN simple brin est plus dense de -0/015 g'cm! que 
l'ADN duplex correspondant. Il peut donc en être séparé par ultra- 
centrifugation en gradient de densité à l'équilibre. L'ARN est trop 
dense pour former des bandes dans le CsCI mais il en forme dans 
le Cs,SO,. Les hybrides ARN-ADN forment une bande dans le 


FIGURE 6-34 Électrophorèse en champ pulsé (PFGE) d'une popula- 
tion de fragments d'ADN de bactériophage de différentes tailles. Les 
pistes À et E contiennent le même échantillon. Les tailles des ADN dimi- 
nuent (leur mobilité augmente) vers le bas de l'électrophorégramme. 
Avec la nermiccion de (Charles Canmtor Bocton LIniverciry | 
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CsCI pour une densité plus élevée que l'ADN duplex correspon- 
dant. 

L'ARN peut être fractionné par ultracentrifugation zonale dans 
un gradient de saccharose (Section 6-5B). Les ARN sont ici sépa- 
rés en fonction de leur masse, Ainsi, l'ARN ribosomial, qui est 


l'ARN majoritaire dans une cellule, est subdivisé en classes de 
vitesse de sédimentation; par exemple, l'ARN de la petite sous- 
unité ribosomiale de E. coli est connu sous le nom d'ARN 16 S 
(Section 32-3A). 


me mr ne 2 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Isolement des protéines Les macromolécules cellulaires 
sont solubilisées en désorganisant les cellules par différents traitements 
chimiques ou mécaniques tels que les détergents ou les broyeurs, Après 
lyse des cellules, une purification partielle par centrifugation différen- 
tielle permet d'éliminer les débris cellulaires ou d'isoler le composant 
cellulaire souhaité. Une fois sorties du contexte protecteur de la cellule, 
les protéines et autres macromolécules doivent être protégées de la des- 
truction par des pH ou températures extrêmes, ou encore par dégrada- 
tion enzymatique, chimique, ou mécanique, L'état de pureté d'une sub- 
stance en cours de purification doit être contrôlé tout au long de la 
purification par un dosage spécifique. 

2 M Solubilité des protéines Les protéines sont facilement puri- 
fées en quantités appréciables par précipitation fractionnée, appelée 
“salting out” (précipitation saline), où les solubilités des protéines sont 
modifiées en faisant varier la concentration saline ou le pH. 

3 B Séparation par chromatographie En chromatographie par 
échange d'ions on utilise des supports tels que la cellulose ou des gels 
de dextran réticulés. Les séparations sont dues aux interactions électro- 
statiques différentes entre les groupes chargés du support échangeur 
d'ions et ceux des substances en cours de séparation. On peut détecter 
les molécules par leur absorbance dans l'UV, leur fluorescence, leur 
radioactivité ou leur activité enzymatique. Dans la chromatographie par 
filtration sur gel , les molécules se séparent en fonction de leur taille et 
de leur forme sur des billes de dextrans réticulés, de polyacrylamide ou 
d'agarose, dont les pores ont des dimensions moléculaires. Une 
colonne de filtration sur gel calibrée peut être utilisée pour déterminer 
les masses moléculaires des macromolécules. La chromatographie 
d'affinité permet de séparer des biomolécules en utilisant leur capacité 
biochimique particulière de se lier spécifiquement à d'autres molé- 
cules. La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) met en 
jeu n'importe laquelle des techniques de séparation précédentes mais 
avec des supports chromatographiques de haute résolution, des solvants 
sous hautes pressions et des systèmes automatiques de mélange de sol- 
vants et de détection, ce qui permet d'obtenir des degrés de séparation 
très supérieurs à ceux obtenus par les techniques chromatographiques 
traditionnelles. La chromatographie d'adsorption, la chromatographie 
sur papier, la chromatographie sur couche mince (TLC), la chromato- 
graphie en phase inverse (RPC) et la chromatographie par interactions 
hydrophobes (HIC) sont également des techniques intéressantes en bio- 
chimie. 


4 B Ékectrophorèse Lors de l'électrophorèse, les molécules 
chargées sont séparées en fonction de leur vitesse de déplacement dans 
un champ électrique sur un support solide comme le papier, l’acétate de 
cellulose, la polyacrylamide réticulée ou l'agarose. L'électrophorèse en 
gel utilise comme support des gels de polyacrylamide ou d'agarose 
réticulés; ainsi, les molécules sont séparées selon leur taille par filtra- 
tion sur gel et selon leur charge. Les molécules séparées sont visuali- 
sées par coloration, autoradiographie ou immunotransfert. Le détergent 
anionique dodécylsulfate de sodium (SDS) dénature les protéines et les 
recouvre uniformément, ce qui donne à La plupart des protéines une 
densité de charge et une forme semblables. La technique SDS-PAGE 
peut être utilisée pour déterminer la masse des macromolécules. Dans 
la focalisation isoélectrique (IEF), les protéines sont immergées dans 
un gradient de pH stable et soumises à un champ électrique qui les fait 
migrer jusqu'à la position correspondant à leur point isoélectrique. 
Dans l'électrophorèse en capillaire, l'utilisation de tubes capillaires très 
étroits et de champs électriques élevés permet des séparations rapides 
avec une très bonne résolution, à partir de faibles quantités de matériel. 

5 B Ultracentrifugation Lors de l'ultracentrifugation, les molé- 
cules sont séparées en les soumettant à des champs de gravitation suffi- 
samment élevés pour contrecarrer les forces de diffusion. On peut sépa- 
rer les molécules et déterminer leur masse moléculaire à partir de leur 
vitesse de sédimentation dans un solvant ou dans un gradient pré-établi 
avec une substance inerte de faible masse moléculaire comme le sac- 
charose, Les molécules peuvent être également séparées en fonction de 
leur densité de flottation dans une solution où l'on a établi un gradient 
d'une substance dense qui diffuse rapidement comme le CsCI. L'écart 
de la valeur du rapport de friction d'une molécule par rapport à l'unité 
est révélateur de son degré de solvatation et de sa forme. 


6 B Fractionnement des acides nucléiques On peut fractionner 
les acides nucléiques par plusieurs des techniques utilisées aussi pour 
fractionner les protéines. La chromatographie sur hydroxyapatite 
permet de séparer les ADN simple brin des ADN double brin. L'élec- 
trophorèse en gels de polyacrylamide ou d'agarose permet de séparer 
les ADN essentiellement en fonction de leur longueur. Les ADN très 
longs peuvent être séparés par électrophorèse en champ pulsé (PFGE) 
en gels d'agarose. L'ADN peut être fractionné en fonction de sa com- 
position en bases par ultracentrifugation en gradient de CsCL On peut 
séparer des espèces différentes d'ARN par ultracentrifugation zonale 
dans un gradient de saccharose. 
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TT 
PROBLÈMES ; 


L. Quelles sont les forces ioniques de solutions 1,0 M en NaCI, en 
(NH,),S0,, ou en K,PO,? Dans laquelle de ces solutions une protéine 
serait-elle la plus soluble ? La moins soluble ? 


2. Une solution saline isotonique (qui a la même concentration saline 
que le sang) contient du NaCTI à 0,9 %. Quelle est sa force ionique ? 


3. Dans quel ordre les acides aminés suivants : arginine, acide aspar- 
tique, histidine et leucine, seront-ils élués d'une colonne de résine échan- 
geuse d'ions de P-cellulose par un tampon de pH 6? 


4. Dans quel ordre les protéines suivantes : fibrinogène, hémoglobine, 
lysozyme, pepsine et ribonucléase À, seront-elles éluées d'une colonne 
échangeuse d'ions de CM-cellulose par un gradient en sel croissant, à pH 7 
(cf, Tableau 6-1)? 


5. Dans quel ordre les protéines suivantes : catalase, a-chymotrypsine, 
concanavaline B, lipase et myoglobine, seront-elles éluées d’une colonne 
de Sephadex G-50 (cf. Tableau 6-5)? 

6. Estimez la masse moléculaire d'une protéine inconnue éluée d'une 
colonne de Sephadex G-50 entre le cytochrome c et la nbonucléase A (cf. 
Tableau 6-5), 


7. Un gel de chromatographie de Bio-Gel P-30, d'un volume total de 
100 ml, est versé dans une colonne. Le volume d'élution de l'hexokinase 
(une protéine de 96 kD) sur cette colonne est de 34 mL. Celui d'une pro- 
téine inconnue est de 50 mL. Quel est le volume mort de la colonne, le 
volume occupé par le gel et le volume d'élution relatif de la protéine incon- 
nue ? 


8. Quelle méthode chromatographique utiliseriez-vous pour séparer 
les paires de substances suivantes ? (a) Ala-Phe-Lys, Ala-Ala-Lys ; (b) lyso- 
zyme, ribonucléase A (cf. Tableau 6-1): et (c) hémoglobine, myoglobine 
(cf. Tableau 6-1). 


9. Quel est l'ordre des valeurs de A, des acides aminés suivants en 
chromatographie sur papier avec un système de solvant eau/butanol/acide 
acétique, le pH de la phase aqueuse étant de 4,5 : alanine, acide aspartique, 
lysine, acide glutamique, phénylalanine, et valine ? 


10, L'acide g-aminobutyrique, un neurotransmetteur, est présumé se 
lier à une protéine réceptrice spécifique dans le tissu nerveux. Imaginez un 
protocole expérimental pour purifier partiellement un tel récepteur. 

11. Un mélange des acides aminés suivants : arginine, cystéine, acide 
glutamique, histidine, leucine et sérine est déposé sur une bande de papier 
et soumis à une électrophorèse dans un tampon à pH 7,5. Dans quelles 
directions ces acides aminés vont-ils migrer et quelles sont leurs mobilités 
relatives ? 


12. Dessinez l'aspect d'un «fingerprint» des tripeptides suivants : 
Asn-Arg-Lys, Asn-Leu-Phe, Asn-His-Phe, Asp-Leu-Phe, et Val-Leu-Phe, 


sachant que la chromatographie sur papier est réalisée dans le système de 
solvant eau/butanol/acide acétique (pH 4,5) et que l’électrophorèse est faite 
dans un tampon de pH 6,5. 

13. Quelle est la masse moléculaire d'une protéine dont la mobilité 
électrophorétique relative est de 0,5 dans un gel de polyacrylamide-SDS 
identique à celui de la Fig. 6-25 ? 

14. Expliquez pourquoi la masse moléculaire du fibrinogène est nette- 
ment surestimée lorsqu'on la mesure en utilisant une colonne de filtration 
sur gel calibrée (Fig. 6-10), alors qu'on peut la déterminer avec une bonne 
précision à partir de sa mobilité électrophorétique dans un gel de poly- 
acrylamide-SDS (cf. Tableau 6-5). 

15. (a) Quelle serait la disposition relative des protéines suivantes 
après focalisation isoélectrique : insuline, cytochrome c, histone, myoglo- 
bine, et nbonucléase A. (b) Esquissez l'aspect d'un gel 2D contenant du 
cytochrome c, de la myoglobine et de la ribonuclease À (cf. Tableaux 6-1 
et 6-5). 

16. Calculez en unités de gravitation (g), l'accélération centrifuge qui 
s'exerce sur une particule située à 6,5 cm de l'axe du rotor d'une ultracen- 
trifugeuse tournant à 60 000 rpm (1 g = 9,81 m * s"?). 


17. En solution dans un tampon dilué à 20 °C, l'aldolase du muscle de 
lapin a un coefficient de friction égal à 8,74 x 10"%g : s°!, un coefficient de 
sédimentation de 7,35 S, et un volume partiel spécifique égal à 
0,742 cm°-g°!. Calculez la masse moléculaire de l'aldolase, la densité de 
la solution étant de 0,998 g - enr*, 


#18. Le cocfficient de sédimentation d'une protéine a été mesuré en 
suivant sa sédimentation à 20 °C dans une ultracentrifugeuse tournant à 
35 000 rpm. 


Temps, t Distance entre la frontière 
(min.) et le centre de rotation r (em) 
u 5,944 
6 5,966 
S 5,987 
10 6,009 
12 6,032 


La densité de la solution est égale à 1,030 g : cmr*, le volume partiel spé- 
cifique de la protéine est de 0,725 cm? : g'! et son coefficient de friction de 
3,72 x 10% g: s°!, Calculez le coefficient de sédimentation de la protéine 
en unités Svedberg et sa masse moléculaire. 
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Structures 
covalentes des 


protéines et des 
acides nucléiques 


Détermination de la structure primaire des protéines 
A. Analyse des groupements terminaux : combien y at-il 
de sous-unités différentes ? 
B. Coupure des ponts disulfure 
C. Séparation, purification, et caractérisation des chaînes 
polypeptidiques 
D. Composition en acides aminés 
E. Réactions d'hydrolyse spécifiques de liaisons 
peptidiques 
Séparation et purification des fragments peptidiques 
. Détermination de la séquence 
. Mise en ordre des fragments peptidiques 
Position des ponts disulfure 
. Caractérisation et séquençage de polypeptides par 
spectrométrie de masse 
K. Carte peptidique 
Séquençage des acides nucléiques 
A. Méthode par blocage de chaîne en cours de synthèse 
B. Séquençage des génomes 
C. Séquencer des gènes plutôt que des protéines ? 
Évolution chimique des protéines 
A. L'anémie falciforme : influence de la sélection naturelle 
8. Variations entre espèces de protéines homologues : 
effets de la dérive naturelle 
C. Évolution par duplication de gènes 
Introduction à la bioinformatique 
A. Bases de données sur les séquences 
B. Alignements de séquences 
C. Construction d'arbres phylogénétiques 
Synthèse chimique de polypeptides 
A. Méthodes de synthèse 
8. Difficultés et perspectives 
Synthèse chimique d'oligonucléotides 
A. Méthodes de synthèse 
B. Puces à ADN 
C. SELEX 


ss On 


Les protéines sont au cœur de l’action dans les processus biolo- 
giques. Tout d’abord, elles régulent l'ensemble des réactions chi- 
miques que l’on appelle globalement la vie, Elles agissent ici 
directement, en tant qu’enzymes, et indirectement en tant que mes- 
sagers chimiques, les hormones, et comme récepteurs de ces hor- 
mones. Les protéines transportent et mettent en réserve des pro- 
duits biologiquement importants comme les ions métalliques, O, 
le glucose, les lipides et beaucoup d'autres molécules. Sous forme 
de fibres musculaires et autres assemblages contractiles, les pro- 
téines assurent le mouvement mécanique coordonné de nombreux 
processus biologiques, tels que la séparation des chromosomes au 
cours de la division cellulaire et le mouvement de vos yeux à la 
lecture de cette page. Des protéines comme la rhodopsine dans la 
rétine de l'œil perçoivent une information sensorielle qui est 
transmise par le biais de protéines des cellules nerveuses. Les pro- 
téines du système immunitaire, telles que les immunoglobulines, 
constituent un système de défense indispensable chez les animaux 
supérieurs. Les protéines participent activement au contrôle de 
l'expression de l'information génétique, tout en étant des produits 
de cette expression. Cependant, les protéines ont également des 
rôles passifs ; ainsi le collagène donne aux os, tendons, et liga- 
ments leur résistance élastique caractéristique. Sans nul doute, le 
vieux cliché selon lequel les protéines sont les «pierres de 
construction » de la vie est totalement vérifié. 


On sait depuis la deuxième moitié du vingtième siècle que 
l'ADN est le dépositaire de l'information génétique et on connaît 
depuis lors la relation entre ARN et synthèse protéique. Cepen- 
dant, il a fallu attendre les années 1970 pour montrer que l'ARN 
peut former des structures dont la complexité n'a rien à envier 
à celles des protéines et le milieu des années 1980 pour décou- 
vrir que l'ARN est un catalyseur d'importantes fonctions biolo- 
giques. 

La fonction d'une protéine ou d'un acide nucléique ne peut être 
comprise que par sa structure, c'est-à-dire les relations tridimen- 
sionnelles entre les atomes qui les constituent. La description des 
protéines et des acides nucléiaues. comme celle d'autres polv- 
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(a) — Lys — Ala — His — Gly — Lys — Lys - Val - Leu - Gly - Ala — 
Structure primaire (séquence en acides aminés d'une chaîne polypeptidique) 


Structure tertiaire : une chaîne 


Structure quaternaire : les 


protéique complète (chaine B quatre chaines séparées de © 
de l'hémoglobine) l'hémoglobine assemblées en EE 
Structure une protéine oligomérique 
secondaire 
(hélice) 


FIGURE 7-1 Hiérarchie structurale dans les protéines. (a) structure primaire, (b) structure secondaire, 


(ce) structure tertiaire, et (d) structure quaternaire, [Copyright Irving Geis.] 


mères, se fait traditionnellement selon quatre niveaux d'organisa- 
tion (Fig. 7-1}: 


1. La structure primaire d'une protéine est la séquence en 
acides aminés de sa (ses) chaîne(s) polypeptidique(s); pour un 
acide nucléique, c'est la séquence de ses bases. 


2. La structure secondaire est l’arrangement spatial local des 
atomes du squelette d'un polypeptide ou d'un acide nucléique, 
sans tenir compte de la conformation de leurs chaînes latérales. 


3. La structure tertiaire désigne la structure tridimension- 
nelle du polypeptide ou de l'acide nucléique dans son ensemble. 
La distinction entre structures secondaire et tertiaire est, de fait, un 
peu floue ; en pratique, le terme structure secondaire désigne des 
entités structurales bien caractérisées, comme des hélices. 


4. Beaucoup de protéines sont constituées d'au moins deux 
chaînes polypeptidiques, appelées de manière plutôt vague sous- 
unités, qui sont réunies par des interactions non covalentes et, dans 
certains cas, par des ponts disulfure, La structure quaternaire 
d'une protéine désigne l'arrangement spatial de ses sous-unités. La 
même définition s'applique aux acides nucléiques. 

Ce chapitre est consacré aux structures primaires des protéines 
et des acides nucléiques, à la façon dont elles sont déterminées et 
à leurs significations biologique et évolutive. Nous étudierons 
aussi la bioinformatique ainsi que les méthodes de synthèse chi- 
mique des chaînes polypeptidiques et oligonucléotidiques. Les 
structures secondaire, tertiaire, et 1 quaternaire des protéines et des 
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de leur structure primaire, Pour les protéines, il en sera question 
dans les Chapitres 8 et 9 : pour les acides nucléiques, dans les Cha- 
pitres 29, 31 et 32. 


1 & DÉTERMINATION DE LA STRUCTURE 
PRIMAIRE DES PROTÉINES 


La première détermination de la séquence complète en acides ami- 
nés d’une protéine par Frederick Sanger en 1953, celle de l'insu- 
line de bœuf (une hormone polypeptidique) , eut une portée bio- 
chimique considérable en établissant, une fois pour toutes, que les 
protéines ont des structures covalentes uniques. Depuis lors, les 
séquences en acides aminés de dizaines de milliers de protéines 
ont été élucidées. Cette masse d'informations a été d'une impor- 
tance capitale dans l'élaboration des concepts modernes de la bio- 
chimie, et ce pour plusieurs raisons : 

1. La connaissance de la séquence en acides aminés d'une pro- 
téine est indispensable pour comprendre son mécanisme d'action 
au niveau moléculaire et est une condition essentielle pour déter- 
miner ses structures par rayons X et par résonance magnétique 
nucléaire (RMN) (Section 8-3A). 

2. Les comparaisons de séquence de protéines analogues d'un 
même individu, de membres de la même espèce, et de membres 
d'espèces apparentées ont fourni d'importants renseignements sur 
le fonctionnement des protéines et ont montré les relations évolu- 
tives qui existent entre les protéines et les organismes qui les pro- 
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FIGURE 7-2 Structure primaire de l'insuline bovine. Remarquez les ponts disulfure intra- et 


intercaténuires. 


complètent et prolongent des études taxonomiques basées sur des 

3. Les analyses de séquences d'acides aminés ont des applica- 
tions cliniques importantes car beaucoup de maladies héréditaires 
sont dues à des mutations qui modifient la nature d'un acide aminé 
dans une protéine. Ce fait étant établi, des tests diagnostiques 
fiables et, dans certains cas, des traitements qui diminuent les 
symptômes, ont été mis au point. 


L'élucidation de la structure primaire de l'insuline, qui contient 
51 résidus (Fig. 7-2), fut l'œuvre de nombreux chercheurs pendant 
plus d'une décennie et a nécessité en tout environ 100 g de pro- 
téine. Les techniques de détermination des structures primaires 
sont devenues, depuis, si raffinées et automatisées que des pro- 
téines de cette taille peuvent être séquencées par un technicien spé- 
cialisé en quelques jours à partir de quelques microgrammes de 
protéine. Le séquençage des 1021 résidus de l'enzyme f-galacto- 
sidase en 1978 prouva que le séquençage de presque n'importe 
quelle protéine pouvait être tenté, Malgré ces progrès, la méthode 
de base pour la détermination de la structure primaire des protéines 
au moyen de techniques de chimie est celle mise au point par San- 
ger. La méthode comporte trois parties conceptuelles, chacune 
pouvant être divisée en plusieurs étapes expérimentales. 


1. Préparation de la protéine pour le séquençage : 

a. Déterminer le nombre de chaînes polypeptidiques (sous- 
unités) différentes de la protéine. 

b. Rompre les ponts disulfure de la protéine. 

c. Séparer et purifier les sous-unités individuelles. 

d. Déterminer la composition en acides aminés des sous- 
unités. 

2. Séquençage des chaînes polypeptidiques : 

a. Fragmenter les sous-unités à des endroits spécifiques 
pour obtenir des peptides suffisamment petits pour être 
séquencés directement. 

b. Séparer et purifier les fragments. 

c. Déterminer la séquence en acides aminés de chaque 
fragment peptidique. 

d. Répéter l'étape 2(a) avec une méthode de fractionne- 
ment de spécificité différente afin que la sous-unité soit 
hydrolysée au niveau de liaisons peptidiques différentes. 
Séparer ces fragments peptidiques comme dans 2(b) et 
déterminer leur séquence en acides aminés comme dans 
VUc). 


3. Reconstitution de la structure complète : 

a. Recouvrir les points d'hydrolyse d'une série de frag- 
ments peptidiques par l'autre série, Par comparaison, les 
séquences de ces séries de polypeptides peuvent être 
mises dans l'ordre qui correspond à celui de la sous- 
unité, ce qui donne sa séquence en acides aminés. 

b. Déterminer la position des ponts disulfure, s'il y en a, 
entre les sous-unités et à l’intérieur de celles-ci. 

Ces différentes étapes seront étudiées dans les sections qui 

suivent. 


A. Analyse des groupements terminaux : combien y 
a-t-il de sous-unités différentes ? 


Chaque chaîne polypeptidique (si elle n'est pas circulaire ou blo- 
quée chimiquement) a un résidu N-terminal et un résidu C-termi- 
nal. En identifiant ces groupements terminaux, nous pouvons 
déterminer le nombre de polypeptides qui diffèrent chimiquement 
dans une protéine. Par exemple, l'insuline possède des quantités 
égales de résidus N-terminaux Phe et Gly, ce qui indique qu'elle a 
deux chaînes polypeptidiques différentes en nombre égal. 


a. Identification de l'extrémité N-terminale 

Il existe plusieurs méthodes efficaces pour identifier le résidu 
N-terminal d’un polypeptide. Le chlorure de 1-diméthylamino- 
naphtalène-5-sulfonyl (chlorure de dansyl) réagit avec les 
amines primaires (y compris avec le groupe €-aminé de Lys) pour 
donner des polypeptides dansylés (Fig. 7-3). Une hydrolyse acide 
(Section 6-1D) libère le résidu N-terminal sous forme d'acide 
aminé dansylé qui présente une fluorescence jaune si forte qu'il 
peut être identifié par chromatographie à partir d'aussi peu que 100 
picomole [1 picomole (pmole) = 107!? mole]. 

Dans la méthode la plus utilisée pour identifier le résidu N-ter- 
minal, la dégradation d'Edman (du nom de son inventeur, Pehr 
Edman), le phénylisothiocyanate (PITC, réactif d'Edman) 
réagit avec les groupes amino N-terminaux des protéines en milieu 
légèrement alcalin pour former leur adduit phénylthiocarbamyl 
(PTC) (Fig. 7-4). Ce produit est traité par un acide fort anhydre 
comme l'acide trifluoroacétique, qui libère le résidu N-terminal 
sous sa forme dérivée thiazolinone mais sans hydrolyser les autres 
liaisons peptidiques. La dégradation d'Edman libère donc le 
résidu d'acide aminé N-terminal mais laisse intact le reste de la 
chaîne polypeptidique. Le dérivé thiazolinone de l'acide aminé est 
extrait sélectivement par un solvant organique et transformé en 
dérivé heaucous plus <table la nhénvlthiohvdantoïine (PTH) nar 
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FIGURE 7-3 Réaction du chlorure de dansyl dans l'analyse du groupement N-terminal. 


traitement avec un acide dilué. Ce PTH-aminoacide est le plus sou- 
vent identifié en comparant son temps de rétention sur HPLC avec 
celui de PTH-aminoacides connus. 


La différence la plus importante entre la dégradation d'Edman 
et les autres méthodes d'identification du résidu N-terminal c'est 
que nous pouvons déterminer la séquence en acides aminés depuis 
l'extrémité N-terminale vers l'intérieur de la chaîne en soumettant 
le polypeptide à des cycles répétés de la dégradation d'Edman et, 
après chaque cycle, en identifiant le nouveau PTH-aminoacide 
libéré, Cette technique a été automatisée, d'où un gain de temps et 
de matériel considérable (Section 7-1G). 


b. Identification de l'extrémité C-terminale 

Il n'y a pas de technique chimique fiable comparable à la 
dégradation d'Edman pour l'analyse séquentielle d’un polypeptide 
depuis son extrémité C-terminale, On peut cependant y parvenir 
par des méthodes enzymatiques, en utilisant des exopeptidases 
(enzymes qui libèrent un résidu terminal d'un polypeptide). Parmi 
elles, on trouve les carboxypeptidases. qui catalysent l'hydrolyse 
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Les carboxypeptidases, comme toutes les enzymes, sont très spé- 
cifiques (sélectives) quant à la nature chimique des molécules dont 
elles catalysent les réactions (Section 13-2). Les spécificités des 
différentes carboxypeptidases utilisées couramment pour les 
rhaînge latéealsce ennt Annnéae flanc Le Tablauun 7.1 12 Aouvièma 
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FIGURE 7-4 La dégradation d'Edman. Noter que la réaction se fait en 
trois étapes distinctes qui nécessitent chacune des conditions tout à fait 
différentes. Les résidus d'acides aminés peuvent ainsi être enlevés de 
l'extrémité N-terminale du polypeptide de façon séquentielle contrôlée. 


type d'exopeptidases indiquées dans le Tableau 7-1, les amino- 
peptidases, hydrolysent séquentiellement les acides aminés depuis 
l'extrémité N-terminale d'un polypeptide : elles ont été également 
utilisées pour déterminer les séquences N-terminales. 

Pourquoi ne peut-on pas utiliser les carboxypeptidases pour 
déterminer les séquences d'acides aminés ? Si une carboxypepti- 
dase hydrolyse à la même vitesse tous les résidus C-terminaux, 
quelle que soit leur nature, on pourra alors, en suivant l'ordre d'ap- 
parition des différents acides aminés libérés dans le mélange réac- 
tionnel (Fig. 7-Sa), déterminer la séquence de plusieurs acides 
aminés depuis l'extrémité C-terminale, Cependant, si, par 
exemple, le deuxième résidu est hydrolysé à une vitesse très supé- 
rieure à celle du premier résidu, les deux acides aminés sembleront 
libérés simultanément (Fig. 7-5b). Les carboxypeptidases présen- 
tent en fait une spécificité vis-à-vis des chaînes latérales, si bien 
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FIGURE 7-5 Vitesse hypothétique du détachement par la carboxypepti- 
dase d'acides aminés de peptides ayant les séquences C-terminales indi- 
quées. (a) Toutes les liaisons sont hydrolysées à la même vitesse. (b) Ser 
est détachée lentement, Tyr est enlevée rapidement, et Leu est enlevée à 


uns vitres intremédiains 
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TABLEAU 7-1 Spécificités de quelques exopeptidases 


Enzyme Origine 
Carboxypeptidase A Pancréas de bœuf 
Carboxypeptidase B Pancréas de bœuf 
Carboxypeptidase C Feuilles de citron 
Carboxypeptidase Y Levure 

Leucine aminopeptidase Rein de porc 
Aminopeptidase M Rein de porc 


*R, = le résidu N-terminal ; R, = le résidu C-terminal. 


la séquence que de quelques résidus C-terminaux d'un polypep- 
tide. 

Les résidus C-terminaux précédés d'une Pro ne sont pas hydro- 
lysés par les carboxypeptidases A et B (Tableau 7-1). Générale- 
ment, on a recours alors à des méthodes chimiques pour identifier 
le résidu C-terminal. Dans la plus fiable de ces méthodes, l'hy- 
drazinolyse, un polypeptide est traité par l’hydrazine anhydre à 
90 °C pendant 20 à 100 heures en présence d'une résine échan- 
geuse d'ions légèrement acide (elle joue le rôle de catalyseur) : 


m tt À 
H,N—CH—C— +++ —NH—CH—C—NH—CH—C00 
Polypeptide 
+ 
NH, —NH, 
Hydrazine 
Résine échangeuse d'ions 
acide (catalyseur) 
R, O 


2") Il 
H,N—CH—C—NH—NH, 
Tr Aminoacyl 
hydrazides 
A 
+++ HN—CH—C—NH—NH, 
+ 


R, 
H,N—CH—CO0 
Acide aminé libre 


Toutes les liaisons peptidiques sont ainsi hydrolysées, et l'on 
trouve dans le mélange tous les acides aminés sous forme d'ami- 
noacyl hydrazides sauf le résidu C-terminal, qui est libéré sous 
forme d'acide aminé libre que l'on peut identifier par chromato- 
graphie. Malheureusement, l'hydrazinolyse s'accompagne de 
nombreuses réactions annexes, ce qui limite son emploi aux poly- 
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Spécificité 

R,# Arg, Lys, Pro: R,,# Pro 

R, = Ar, Lys: R,; # Pro 

Tous les résidus C-terminaux libres ; pH optimum = 3,5 
Tous les résidus C-terminaux libres mais lent avec R, = Gly 
R,# Pro 

Tous les résidus N-terminaux libres 


B. Coupure des ponts disulfure 

L'étape suivante dans l'analyse de la séquence consiste à rompre 
les ponts disulfure entre des résidus Cys. Ceci doit être fait pour 
deux raisons : 

L. Permettre la séparation des chaînes polypeptidiques (si elles 
sont liées par ponts disulfure). 

2. Empècher la conformation de la protéine native, qui est sta- 
bilisée par des ponts disulfure, de s'opposer à l'action des agents 
protéolytiques (qui hydrolysent les protéines) utilisés dans les 
déterminations des structures primaires (Section 7-1E). 

On détermine la position des ponts disulfure lors de la dernière 
étape de l'analyse de la séquence (Section 7-11). 

Les ponts disulfure sont le plus souvent rompus par réduction 

avec le 2-mercaptoéthanol 


| + 2 HSCH,CH,OH 


2-mercaptoéthanol 
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ou avec les diastéréoisomères dithiothréitol ou dithioérythritol 
(réactif de Cleland) : 
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CH, | 
CHOH 
S + | 
J cou 
= 
CH,SH 
CH, O is 
| | 
0 NH—CH—C— SE 
Cystine Dithioérythritol 
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-NH—CH—C 


Afin que lous les ponts disulfure soient exposés à l'agent réduc- 
teur, la réaction est généralement faite dans des conditions qui 
dénaturent la protéine. Les groupements SH libres résultants sont 
alors alkylés, généralement par traitement avec de l'acide iodoa- 


Cys—CH,—SH +  ICH,CO0” 


— 


Cystéine Iodoacétate 


Cys—CHy—S—CHÿCO0 + HI 


S-Carboxyméthyleystéine 


afin d'éviter que les ponts disulfure ne se reforment par auto-0xy- 
dation. Les dérivés S-alkylés sont stables à l'air et dans les condi- 
tions requises pour l’hydrolyse des liaisons peptidiques qui va 
suivre. 


C. Séparation, purification, et caractérisation des 
chaînes polypeptidiques 


Les polypepuides différents d'une protéine doivent être séparés et 
nurifés pour pouvoir en déterminer la céauence en acides aminés 


La dissociation des sous-unités, tout comme la dénaturation, est 
réalisée en milieu acide ou basique, avec des concentrations 
salines faibles, à température élevée, ou en utilisant des agents 
dénaturants comme l'urée, l'ion guanidinium (Section 5-5G), ou 
des détergents tels que le dodécylsulfate de sodium (SDS ; Sec- 
tion 6-4C). Les sous-unités dissociées peuvent être séparées par les 
méthodes décrites dans le Chapitre 6 qui reposent sur de petites 
différences de taille et de polarité entre polypeptides. Les chroma- 
tographies par échange d'ions ou par filtration sur gel sont le plus 
souvent utilisées. 

Il est bien sûr intéressant de connaître le nombre de résidus du 
polypeptide à séquencer, ce que l'on peut déduire de sa masse 
moléculaire (environ 110 Drésidu). La masse moléculaire peut 
être mesurée, au mieux, avec une précision de l'ordre de 5 à 10% 
par les techniques de laboratoire classiques telles que chromato- 
graphie par filtration sur gel et SDS-PAGE (Sections 6-3B et 
6-4C). Cependant, ces dernières années, la spectrométrie de masse 
(Section 7-1J) a fourni des moyens beaucoup plus rapides et pré- 
cis pour déterminer la masse moléculaire des macromolécules. Les 
masses moléculaires de polypeptides >100 kD en quantités pico- 
molaires peuvent être ainsi déterminées avec une précision de 
l'ordre de 0, O1 %. 


D. Composition en acides aminés 


Avant de commencer le séquençage d’un polypeptide, il est utile 
de connaître sa composition en acides aminés, c'est-à-dire le 
nombre de résidus d'acide aminé différents qu'il contient. La com- 
position en acides aminés d'une sous-unité est déterminée après 
hydrolyse totale suivie par l'analyse quantitative des acides ami- 
nés libérés. L'hydrolyse d'un polypeptide peut être obtenue par 
des méthodes chimiques (acide ou basique) ou enzymatiques, bien 
qu'aucune de ces méthodes à elle seule soit pleinement satisfai- 
sante, Pour réaliser l'hydrolyse acide, le polypeptide est dissous 
dans de l'HCI 6M, scellé dans un tube sous vide afin d'éviter 
l'auto-oxydation des acides aminés soufrés, et chauffé entre 100 et 
120 °C durant 10 à 100 h. La durée importante de l'hydrolyse est 
nécessaire pour obtenir la libération complète des acides aminés 
aliphatiques Val, Leu, et Ile, Malheureusement, toutes les chaînes 
latérales ne résistent pas à ces conditions drastiques. Ser, Thr, et 
Tyr sont partiellement dégradées, même si l'on peut apporter des 
facteurs de correction en suivant leur disparition en fonction du 
temps d’hydrolyse. Un problème plus sérieux vient de ce que l'hy- 
drolyse acide détruit presque complètement les résidus Trp. De 
plus, Gin et Asn sont transformées en Glu et Asp plus NH! si bien 
qu'on ne peut mesurer séparément après l'hydrolyse acide que les 
quantités de Asx (= Asp + Asn), Gix (= Glu + Gin), et de NH4 
(= Asn + Gin). 

L'hydrolyse basique des polypeptides est réalisée dans 2 à 4M 
NaOH à 100 °C durant 4 à 8 h. Ce traitement pose encore plus de 
problèmes car il provoque la décomposition de Cys, Ser, Thr, et 
Arg et il désamine partiellement et racémise les autres acides ami- 
nés. L'hydrolyse alcaline est donc utilisée essentiellement pour 
déterminer le contenu en Trp. 

La digestion enzymatique totale d'un polypeptide nécessite 
un mélange de peptidases car une peptidase donnée n'hydrolyse 
nas toutes lee linienne nentidianes 1 2e Tableaux 7.1 et 7-2 indi. 
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TABLEAU 7-2 Spécificités de quelques endopeptidases 


Enzyme Origine Spécificité Remarques 
he UM | 
—NH—CH—C—NH—CH—C— 
Liaison peptidique 
hydrolysable 

Trypsine Pancréas de bœuf R,_, = Résidus chargés positive- Très spécifique 

ment : Arg, Lys: R,# Pro 
Chymotrypsine Pancréas de bœuf R,_, = Résidus hydrophobes Hydrolyse plus lente avec 

encombrants : Phe, Trp, Tyr: R,., = Asn, His, Met, Leu 

R,# Pro 
Elastase Pancréas de bœuf R,_, = résidus neutres de petite 

taille : Ala, Gly, Ser, Val: 

R,# Pro 
Thermolysine Bacillus thermoproteolyticus R, = Ile, Met, Phe, Trp, Tyr, Val; Hydrolyse parfois quand -R, = 

R,,* Pro Ala, Asp, His, Thr ; thermo- 

stable 

Pepsine Muqueuse gastrique de bœuf R, = Leu, Phe, Trp, Tyr: Également avec d'autres 

R,,# Pro résidus ; vraiment non spéci- 

que 
Endopeptidase Arg-C Glande sous-maxillaire de R,., = Army Peut hydrolyser à R,_, = Lys 
sourts 
Endopeptidase Asp-N Pseudomonas fragi R, = Asp Peut hydrolyser à R,= Glu 
Endopeptidase Glu-C Staphylococcus aureus R,., = Glu Peut hydrolyser à R,_,= Gly 
Endopeptidase Lys-C Lysobacter enzymogenes R, = Lys Peut hydrolyser à R,_,= Asn 
quent les spécificités des exopeptidases et des endopeptidases [e) 
(enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques internes) utili- dx 
sées couramment dans ce but. On recourt souvent à la pronase, 
un mélange de protéases relativement non spécifiques extrait de D: + HS—CH,—CH,—0H 
Streptomyces griseus, pour obtenir une protéolyse totale. La cH 
quantité d'enzyme utilisée ne dépasse pas environ 1 % du poids le) 
du polypeptide à hydrolyser car les enzymes protéolytiques s’au- 
todégradent et, étant elles-mêmes des protéines, elles contami- a 2-Mercaptoéthanol 
neraient significativement l'hydrolysat final si elles sont en trop ea 
grandes quantités. La digestion enzymatique est essentiellement 
utilisée pour déterminer les quantités de Trp, Asn, et Gin d'un R 
polypeptide, acides aminés qui sont détruits par les méthodes al 
chimiques plus sévères. H,N—CH—CO0 
Acide aminé 


a. L'analyse des acides aminés a été automatisée 


La composition en acides aminés d'un hydrolysat de polypep- 
tide peut être déterminée quantitativement au moyen d'un analy- 
seur d'acides aminés automatique. Cet appareil sépare les acides 
aminés par chromatographie d'échange d'ions, technique mise au 
point par William Stein et Stanford Moore, ou par chromatogra- 
phie en phase inverse en utilisant l'HPLC (Section 6-3D). Les 
acides aminés sont dérivatisés, avant ou après passage sur la 
colonne, avec le chlorure de dansyl, le réactif d'Edman, ou l'o- 
phthalaldéhyde (OPA) + du 2-mercaptoéthanol, Ces deux der- 
niers réagissent avec les acides aminés pour donner des adduits 


trèce flunrecrente : 


S—CH,—CH,—0H 


R 
de 2 
N—CH—CO0- 
S = 
Fluorescent 


Les acides aminés sont alors identifiés en fonction de leur volume 
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FIGURE 7-6 Analyse des acides aminés. Séparation par HPLC en 
phase inverse d'acides aminés dérivatisés par l'OPA. [D'après Hunka- 
piller, M.W.. Strickler, LE. et Wilson, K.J.. Science 226, 309 (1984). 


et leur quantité dosée en fonction de leur intensité de fluorescence 
(absorbance en UV pour les PTC-aminoacides). Avec les analy- 
seurs d'acides aminés modernes, l'analyse complète d'un hydro- 
lysat protéique peut être faite en moins d'une heure avec une sen- 
sibilité de l'ordre d'une pmol de chaque acide aminé,. 


b. La composition en acides aminés des protéines est 

révélatrice de leur structure 

L'analyse des acides aminés d'un grand nombre de protéines 
montre que la composition de celles-ci en acides aminés est extré- 
mement variable. Leu, Ala, Gly, Ser, Val, et Glu sont les résidus 
les plus fréquents (> 6 % en quantité ; Tableau 4-1), alors que His, 
Met, Cys, et Trp sont moins fréquents (< 3 % en quantité). En réa- 
lité, de nombreuses protéines sont dépourvues d’un ou de plusieurs 
acides aminés « standards ». Le rapport du nombre de résidus 
polaires sur le nombre de résidus non polaires est généralement > 1 
pour les protéines globulaires et tend à diminuer avec la taille de 
la protéine. En effet, comme nous le verrons dans le Chapitre 8, 
les protéines globulaires ont un cœur hydrophobe et une surface 
hydrophile ; autrement dit, elles ont une structure de type micelle. 
Cependant, les résidus non polaires prédominent dans les protéines 
membranaires, car ces protéines, se trouvant dans un environne- 
ment non polaire (Section 12-3A), doivent avoir une surface 
hvdronhohe. 


E. Réactions d’hydrolyse spécifiques de liaisons 
peptidiques 


Les polypeptides qui ont plus de 40 à 100 résidus ne peuvent être 
séquencés directement (Section 7-1G). Les polypeptides de taille 
supérieure doivent donc être hydrolysés, enzymatiquement ou chi- 
miquement, en fragments suffisamment petits pour être séquencés. 
Dans les deux cas, l’hydrolyse doit être complète et très spécifique 
de sorte que la superposition des séquences des fragments pepti- 
diques d'une sous-unité, dans le bon ordre, corresponde à celle de 
la sous-unité intacte. 


a. La trypsine hydrolyse spécifiquement les liaisons 

peptidiques après des résidus chargés positivement 

Tout comme les exopeptidases, les endopeptidases ont des exi- 
gences quant à la nature des résidus qui encadrent la liaison pep- 
tidique scissille, c'est-à-dire à hydrolyser. Les spécificités des 
endopeptidases les plus souvent utilisées pour fragmenter les poly- 
peptides sont données dans le Tableau 7-2. La trypsine, enzyme 
de la digestion, a la spécificité la plus grande et constitue donc le 
membre le plus intéressant dans l'arsenal des peptidases utilisées 
pour fragmenter les polypeptides. Elle coupe les liaisons pepti- 
diques du côté C (vers l'extrémité C-terminale) des résidus char- 
gés positivement Arg et Lys si le résidu suivant n’est pas Pro: 


| 
..—NH—CH—C—NH—CH—C— 0 
CR, 


N'importe quel 
résidu d'acide 
aminé sauf Pro 
H,0 ne 

NH3 

CH, 

CH, 

CH; 

CH, [e) R (e) 


Î H X l Il 
NH—CH—C—0" + HjN—CH—C— 


Étant donné que la trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques 
qui suivent des résidus chargés positivement, des sites d'hydrolyse 
par la trypsine peuvent être ajoutés à ou enlevés d'un polypeptide 
en ajoutant ou en enlevant par voie chimique des charges positives 
à ou de ses chaînes latérales. Par exemple, la charge positive de 
Lys disparaît après traitement avec un anhydride dicarboxylique 
comme l’anhydride citraconique, Il se forme un dérivé, chargé 
négativement, du groupe £-aminé de la lysine, que la trypsine ne 
reconnaît Das *‘ 
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| Q 


ré 7C— 
CHCH,CH,CH,CHNH + a À 
C=0 FT CH, 
1 (0) 
Lys Anhydride citraconique 


| (e) 
T. é 
CHCH,CH,CH,CHNH 7 | 
C=— :C 

| 9 Oo0C CH, 


Après hydrolyse trypsique du polypeptide, le résidu Lys peut être 
régénéré afin d’être identifié par hydrolyse en milieu acide doux 
(pH 2-3). Inversement, Cys peut être aminoalkylé par une B- 
haloamine pour donner un résidu chargé positivement qui est 
hydrolysable par la trypsine : 


7 
CHCH,—SH + BrCH,CH,NH, 
es 
Cys 2-Bromoéthylamine 
Fe HBr 
| 
NH 


| 
CHCH,—S—CH,CH,NH; 


De telles réactions élargissent les possibilités d'utilisation de la 
trypsine afin de profiter davantage de sa grande spécificité. 

Les autres endopeptidases qui figurent dans le Tableau 7-2 sont 
moins spécifiques que la trypsine et donnent souvent une série de 
fragments peptidiques dont les séquences se recouvrent, Toutefois, 
en réalisant une protéolyse ménagée, en jouant sur les conditions 
expérimentales et en limitant le temps de réaction, ces endopepti- 
dases moins spécifiques peuvent livrer des fragments peptidiques 
utiles. Ceci est dû au fait que la structure complexe de la protéine 
(sous-unité) native masque de nombreuses liaisons peptidiques qui 
seraient hydrolysables si elles n'étaient pas à l'intérieur de la 
molécule protéique. Dans des conditions et des temps de réaction 
appropriés, seules les liaisons peptidiques de la protéine native qui 
sont initialement accessibles à la peptidase seront hydrolysées. La 
protéolyse ménagée est particulièrement utile pour obtenir des 


Lnmmesnmte meantiil..…… An oattts. 14,12, à sasnts À: pness pammlats 2? 


ont trop ou pas assez de résidus Arg et Lys pour obtenir de tels 
fragments avec la trypsine (bien que, s’il y en a trop, la protéolyse 
ménagée par la trypsine puisse être intéressante). 


b. Le bromure de cyanogène hydrolyse spécifiquement les 
liaisons peptidiques après les résidus Met 
Plusieurs réactifs chimiques provoquent la rupture de la liaison 
peptidique entre des résidus spécifiques. Le plus utile d'entre eux, 
le bromure de cyanogène (CNBr), provoque la rupture spécifique 
et quantitative de la liaison du côté C des résidus Met pour donner 
une peptidyl homosérine lactone : 


ne me em me mms 
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La réaction se fait en milieu acide (HCI 0,1M ou acide formique à  dine (PVDF) ou séché sur un disque en papier de fibre de verre 
70 %) ce qui dénature la plupart des protéines, si bien que la rup- imprégné d’un sel d'ammonium quaternaire polymérisé, le poly- 
ture a lieu normalement après tous les résidus Met. brène, Dans les deux cas, ceci immobilise le peptide mais laisse 
Un fragment peptidique issu d’un traitement d'hydrolyse spé- pénétrer les réactifs de la dégradation d'Edman. Des quantités pré- 
cifique peut néanmoins être encore trop long pour être séquencé.  cises de réactifs, en solution ou sous forme de vapeurs entraïnées 
Dans ce cas, après purification, le peptide sera soumis à un Par un courant d’argon (minimisant ainsi les pertes en peptide), 
deuxième traitement de fragmentation à l'aide d’un autre procédé sont ajoutées à intervalles programmés dans la cellule où a lieu la 
d'hydrolyse. réaction. Les thiazolinone-aminoacides sont enlevés automatique- 
ment pour être convertis en PTH-aminoacides correspondants 
(Fig. 7-4), et identifiés par HPLC, Ces instruments peuvent 

F._ Séparation et purification des fragments séquencer un résidu à l'heure. 


peptidiques Généralement, on peut identifier entre 40 et 60 résidus depuis 


Nous devons à nouveau utiliser des techniques de séparation, cette l'extrémité N-terminale d'un peptide (100 ou plus avec les appa- 
fois pour isoler les fragments peptidiques obtenus par hydrolyse reils les plus performants) avant que les effets cumulatifs de réac- 
spécifique, afin d'en déterminer la séquence. Les résidus non tions incomplètes, de réactions secondaires, et la perte de peptides 
polaires des fragments peptidiques ne sont pas protégés de l’envi- rendent difficile l'identification d'autres acides aminés. Moins de 
ronnement aqueux comme dans la protéine native (Chapitre 8). Par 0! Picomole de PTH-aminoacide peut être décelée et identifiée par 
conséquent, de nombreux fragments peptidiques s'agrègent, préci-  U" dispositif d'HPLC en phase inverse muni d’un détecteur UV. Il 
pitent et/ou s'adsorbent aux supports chromatographiques, ce qui suffit donc de 1 ou 10 pmoles (quantités invisibles) d'un peptide 
se traduit par des pertes en peptides inacceptables. Jusqu'en 1980,  POuren déterminer les 5 ou 25 premiers résidus du côté N-terminal. 
la mise au point de méthodes permettant la séparation des frag- 
ments peptidiques d'un mélange a constitué le défi technique prin-  H. Mise en ordre des fragments peptidiques 
cipal pour la détermination d'une séquence protéique ; c'est aussi 
l'étape nécessitant le plus de temps. Ces méthodes impliquaient Les fragments peptidiques ayant été séquencés individuellement, 
l'utilisation de dénaturants comme l'urée et le SDS, afin de solu- reste à élucider l'ordre dans lequel ils se trouvent dans le poly- 
biliser les fragments peptidiques, et la recherche de supports chro- peptide original. Ceci est obtenu en comparant les séquences en 
matographiques et de conditions destinés à réduire les pertes par acides aminés d'une série de fragments peptidiques avec celles 
adsorption. Heureusement, l'avènement de l'HPLC en phase d'une deuxième série dont les sites d'hydrolyse recouvrent ceux de 
inverse (Section 6-3D) a fait de la séparation des fragments pepti- la première série (Fig. 7-7). Les segments peptidiques partielle- 
diques une technique de routine. ment superposables doivent être suffisamment longs pour pouvoir 
identifier chaque site d’hydrolyse sans ambiguïté, mais comme il 
existe 20 possibilités pour chaque résidu d'acide aminé, un recou- 
G. Détermination de la séquence vrement de quelques résidus seulement est en général suffisant. 


Une fois obtenus, par hydrolyses spécifiques, les fragments pepti- 

diques de taille adéquate, leurs séquences en acides aminés peu- : 

A 

la dégradation d'Edman (Section 7-1A). Pour cela, un dispositif La dernière étape dans une analyse de séquence d'acides aminés 
automatique a été mis au point pour la première fois par Edman et consiste à déterminer les positions des ponts disulfure (il n'y en a 
Gcoffrey Begg. Dans les séquenceurs modernes, l'échantillon pep- pas toujours). Pour cela, on hydrolyse un échantillon de la protéine 
tidique est adsorbé sur une membrane de difluorure de polyvinyli- native dans des conditions qui épargnent ses ponts disulfure, Les 


Fragments obtenus 
BPRÈS aie + —— 02 à 
par le CNBr | | 
CNBr CNBr 


Phe—Trp —MGIy —Ala — MLeu — Pro — MA sp —Giy— MC ys —Ala — Gin 


trypsine trypsine 
Fragments | 
Se ———————————— —e > 
trypsiques 
FIGURE 7-7 La séquence en acides aminés d'une chaine polypepti- L'ordre des deux premiers peptides trypsiques est établi, par exemple, en 
dique est déterminée en comparant les séquences de deux séries de remarquant que le peptide obtenu après CNBr: Gly-Ala-Lys-Leu-Pro- 


fragments peptidiques se recouvrant mutuellement. Dans cet exemple, Met a ses séquences N- et C- terminales en commun avec, respective- 
les deux séries de fragments peptidiques ont été obtenues en hydrolysant ment, les extrémités C- et N- terminales des deux peptides trypsiques. 


par la trypsine le polypeptide après tous ses résidus Arg et Lys et, dans Ainsi, l'ordre des fragments peptidiques dans la chaîne polypeptidique de 
me autos méartian envlhe true one séelllss Ale mes tonitomaent auas (AIT. Almert emaurt Bore Lealli 
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fragments peptidiques sont séparés par HPLC en phase inverse et J, Caractérisation et séquençage de polypeptides 

la composition des fragments en acides aminés (Section 7-1D), 

Les résidus Cys porteurs d'un groupement SH libre peuvent être La spectrométrie de masse («Mass Spectrometry »: MS) est 
identifiés en les marquant par l'iodoacétate radioactif (Sec- devenue une technique importante pour caractériser et séquencer 
tion 7-1B). Les fragments contenant des résidus Cys sont ensuite les polypeptides. Cette technique permet de mesurer de façon pré- 
soumis à la dégradation d'Edman. Bien que les peptides unis par  cise le rapport masse/charge (mz) des ions en phase gazeuse (où 
pont disulfure donnent à chaque étape (du moins au début) deux m1 est la masse de l'ion, et z sa charge). Avant 1985, des macro- 
PTH-aminoacides, leur place au sein de la séquence de la protéine, molécules comme les protéines et les acides nucléiques ne pou- 
établie antérieurement, est assez facile à déterminer, ce qui permet  vaient être analysées par MS. Elles étaient en effet détruites par la 
de connaître la position des ponts disulfure. méthode de production d'ions en phase gazeuse : vaporisation par 


(a) lonisation par électrospray (ESI) 


Vide très poussé 


i 5 us Détecteur Spectre de masse FAB 


LL 


Vide très poussé 

30 000 V 
FIGURE 7-8 Production en phase gazeuse des ions requis pour l'ana- Dans l'ESI, on utilise un flux sec d'azote où d'un autre gaz pour susciter 
lyse des protéines par spectrométrie de masse, (a) Via ionisation par l'évaporation du solvent à partir des gouttelettes. [D'après Fitzgerald, 
electrospray (ESI), (h) via désorptionfionisation au laser assistée par M.C. et Siuzdak, G., Chem. Biol. 3, 708 (1996).] 
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la chaleur, suivie d'ionisation par bombardement aux électrons. 
Trois techniques ont permis de lever cet obstacle : 

L. L'ionisation par electrospray («Electrospray /onization » : 
ESL: Fig. 7-Sa), mise au point par John Fenn, où une solution de 
la macromolécule, un peptide par exemple, est pulvérisée au 
moyen d'un étroit capillaire maintenu à un haut voltage 
{4000 V), formant ainsi de très fines gouttelettes chargées d'où 
le solvant s'évapore rapidement. Ceci donne une série d'ions 
macromoléculaires en phase gazeuse porteurs de charges ioniques 
de l'ordre de +0,5 à +2 par kD. Pour les polypeptides, les charges 
ioniques résultent de la protonation des chaînes latérales basiques 
des Lys et des Arg [ions (M + nH}"]. 


2. La désorptionionisation au laser assistée par matrice 
(«Mauix-Assisted Laser  Desorptionf/onization »:  MALDI: 
Fig. 7-8h) dans laquelle la macromolécule est enrobée dans une 
matrice cristalline de molécules organiques de faible poids molé- 
culaire et irradiée par de courtes (ns) et intenses impulsions d'un 
rayon laser d'une longueur d'onde telle qu'elle n'est pas absorbée 
pur l'échantillon, mais bien par la matrice (on prépare cette der- 
nière en faisant sécher une goutte de solution contenant la macro- 
molécule mélangée à un vaste excès de la molécule organique). 
L'énergie absorbée par la matrice éjecte de sa surface, dans la 
phase gazeuse, les macromolécules intactes, qui sont alors d'habi- 
tude porteuses d'une charge +1, mais parfois +2, +3, etc., pour les 
molécules plus grosses. Une des rares substances qui convienne 
comme matrice pour les palypeptides est l'acide gentisique (acide 
2,5-dihydroxybenzoïque). La MALDI permet de caractériser des 
polypeptides de > 300 KD. 

3. Le bombardement par atomes accélérés («Fast Atom 
Bombardment » : FAB; Fig. 7-8c). Ici, le polypeptide est dissous 
dans un solvant peu volatil comme le glycérol, et bombardé par un 
rayon peu énergétique d'atomes d’Ar ou de X°, ou d'ions Cs*. Ce 
traitement provoque l'éjection de la macromolécule dans la phase 
gazeuse avec une charge +1. La masse limite analysable par FAB 


+19 


100 


étant de 7 KD, son utilisation est réservée aux polypeptides ayant 
moins de 70 résidus. 

Dans chacune de ces techniques, les ions macromoléculaires en 
phase gazeuse sont introduits dans le spectromètre de masse qui 
donne leurs valeurs m/z avec une précision >0, O1 %. Si la valeur 
z d'un ion peut être déterminée, sa masse moléculaire peut être dès 
lors mesurée avec une précisison de loin supérieure à celle de toute 
autre méthode. Examinons, par exemple, le spectre de masse de la 
myoglobine, une protéine de 16 951 D, déterminé par ESI-MS 
(Fig. 7-9). On voit que les pics successifs du spectre diffèrent par 
une seule charge ionique, celui situé le plus à droite correspondant 
à un ion (M + 9H)”. Donc, pour le spectre de masse d'une macro- 
molécule de masse moléculaire M donnant deux pics adjacents de 
valeurs m/z p, et p, pour des ions de charges z, et z, — 1, 


M+:, 


pe (7.1] 


M#:,-1 


, 
z,—1 


P:= [7.2] 


Ces deux équations linéaires peuvent être facilement résolues pour 
leurs deux inconnues M et z;. 


Puisque la plupart des spectromètres de masse ne peuvent 
détecter des ions de valeur m/z supérieure à quelques milliers, la 
ESI-MS procure l'avantage que ses ions de charge élevée permet- 
tent l'analyse de molécules de masse moléculaires >100 KD, Un 
autre avantage de l'ESI-MS est qu'elle peut être adaptée pour ana- 
lyser en continu l'éluant d'une HPLC ou d'une électrophorèse en 
capillaire, C'est ainsi qu'on l'utilise, par exemple, pour caractéri- 
ser l'hydrolysat à la trypsine d'une protéine en déterminant les 
masses moléculaires des peptides qui la composent (Sec- 
tion 7-1K). 


FIGURE 7-9 Spectre ESI-MS de l'apomyoglo- 
bine (16 951 D) de cœur de cheval. Les rapports 
mi: mesurés et les charges déduites pour la plu- 
pant des pics sont indiqués. La distribution des 
pics est en cloche, une caractéristique typique des 
spectres ESI-MS. Tous les pics ont des épaule- 
ments parce que les éléments du polypeptide 
contiennent des traces d'isotopes plus lourds (par 
exemple, le carbone trouvé dans la nature contient 
98,9 % de VC et 1,1% de !C; le soufre naturel 
contient 0.8 % de #S, 4,2% de #S et 950% de 
#S). [D'après Yates, LR., Methods Enzymol. 271, 
1531006) ! 
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(a) Spectromètres de masse en tandem avec ionisation par as 


Cellule de collision 


Source d'ions 


Cellule de 
collision 


a. Séquençage de peptides par spectrométrie de masse 

On peut séquencer directement des petits peptides (<25 rési- 
dus) par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS ; on couple 
deux spectromètres de masse en tandem ; Fig. 7-10), La fonction 
du premier spectromètre de masse est de sélectionner l'ion poly- 
peptidique d'intérêt parmi les autres ions polypeptidiques et les 
agents contaminants éventuellement présents. L'ion polypepti- 
dique sélectionné (P, dans la Fig. 7-10) passe alors dans une cel- 
lule de collision où il entre en collision avec des atomes chimi- 
quement inertes comme l'hélium. L'énergie transmise alors à l'ion 
polypeptidique provoque la cassure préférentielle de l'une de ses 
nombreuses liaisons peptidiques pour donner un ou deux frag- 


FIGURE 7-10 Séquencçage d'une protéine par 
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). 

(a) Une MS/MS comporte une source d'ions (ici un 
système EST), un premier spectromètre de masse 
(MS-1), une cellule de collision, un deuxième spec- 
tromètre de masse (MS-2), et un détecteur. (b) La 
source d'ions produit, à partir d'un hydrolysat de la 
protéine à analyser, les ions peptidiques en phase 
gazeuse P,, P,, etc. Ces peptides sont séparés par le 
MS-1 selon leurs valeurs m/2 et l'un d'eux, ici P,, est 
dirigé vers la cellule de collision où il vient frapper 
des atomes d'hélium. Ceci désintègre l'ion pepti- 
dique en fragments F,, F,, etc. qui sont envoyés dans 
le MS-2 où leurs valeurs m/z sont déterminées. [Par- 
tie a d'après Yates, LR... Methods Enrymol. 271, 358 
(1996) et Partie b d'après Biemann, K. et Scoble, 
H.A., Science 237, 992 (1987).] 


ments chargés (Fig. 7-11). Les masses moléculaires des fragments 
chargés sont alors déterminées par le deuxième spectromètre de 
masse. 

En comparant les masses moléculaires de séries de fragments 
de plus en plus grands, les masses moléculaires des résidus 
d'acides aminés, et donc leur identité, peuvent être déterminées. 
La séquence complète du polypeptide est ainsi élucidée. Cepen- 
dant, la MS ne permet pas de distinguer les résidus isomériques 
Leu et Ileu, car ils ont la même masse, ni les résidus Gin et Lys 
avec certitude, car ils ne diffèrent que par 0,036 D. L'informati- 
sation de cette méthode comparative a réduit le temps nécessaire 
au séquençage d'un court polypeptide à quelques minutes, alors 
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FIGURE 7-11 Spectre de masse en tandem de 
l'ion doublement chargé du [Glu!}fibrinope- 
tide B humain (14 résidus, m/z = 786). 

(a) Séquence du peptide. Les rangées de valeurs 


après clivage selon la diagonale qui les relie. 
(b) Spectre de masse du peptide fragmenté., Les 
valeurs m/z des fragments les plus abondants 
sont indiquées au dessus des pics correspon- 
dants. L'énergie des collisions a été réglée de” 
manière à ce que chaque ion peptidique ne se 
fragmente en moyenne qu'une seule fois. On 
note que, dans ces conditions, les fragments 
prédominants ont une valeur z de 1 et contien- 
nent l'extrémité C-terminale intacte du peptide. 
[D'après Yates, LR., Methods Enzymol. 271, 


que 30 à 50 minutes sont nécessaire pour un seul cycle de dégra- 
dation d'Edman. La fiabilité de la MS a encore été améliorée par 
la comparaison informatique, à partir de bases de données, du 
spectre de masse mesuré avec celui de peptides de séquence 
connue. 

De plus, on peut déterminer les séquences de plusieurs poly- 
peptides dans un mélange, même en présence de contaminants, 
en sélectionnant séquentiellement les ions polypeptidiques cor- 
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FIGURE 7-12 Carte peptidique, Comparaison de cartes peptidiques 
d'hydrolysats trypsiques de (a) hémoglobine A (HbA) et {b) hémoglobine 
S (HbS). Les peptides différents de ces deux formes d'hémoglobine sont 
encadrés. Ces peptides correspondent aux huit résidus N-1erminaux de la 
sous-unité B de l'hémoglobine. Leurs séquences sont : 
Hemoglobin A Val2 His2 Leu2 Thr2 Pro2 Glu2 Glu2 Lys 
Hemoglobin S Val? His2 Leu? Thr2 Pro2 Val2 Glu2 Lys 
Bi 2 3 4 s 6 7 8 


[Avec la permission de Corrado Baglioni, State University of New York 
at Alhanv 1 
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respondants dans le premier spectromètre de masse du tandem. 
De la sorte, en séparant et purifiant les fragments polypeptidiques 
d'un hydrolysat protéique en vue de leur séquençage, la spec- 
trométrie de masse nécessite moins de travail que la technique 
d'Edman. Enfin, la spectrométrie de masse peut être utilisée pour 
séquencer des peptides dont les extrémités N-terminales sont blo- 
quées chimiquement (une modification post-traductionnelle cou- 
rante chez les eucaryotes qui interdit la dégradation d'Edman) et 
pour mettre en évidence d'autres modifications post-traduction- 
nelles comme les phosphorylations (Section 4-3A) et les glyco- 
sylations (Section 11-3C). Bien que la technique d'Edman reste 
la référence pour le séquençage en acides aminés (haute sensi- 
bilité, pas d'ambiguité, possibilité de séquencer des peptides de 
100 résidus), la MS est devenue un outil important pour carac- 
tériser les polypeptides. 


K. Carte peptidique 


La détermination de la séquence d’une protéine peut être une tâche 
longue et difficile. Cependant, une fois que la structure primaire 
d'une protéine a été élucidée, celle d'une protéine presqu'iden- 
tique, telle que celle trouvée chez une espèce très voisine ou après 
une mutation ou une modification chimique, sera déterminée plus 
facilement. Classiquement, ceci était fait en combinant la chroma- 
tographie sur papier et l'électrophorèse sur papier (Section 6-4A) 
d'hydrolysats protéiques partiels, technique appelée « finger- 
print » (technique des empreintes) ou carte peptidique. Les frag- 
ments peptidiques qui comportent des modifications d'acide(s) 
aminé(s) vont migrer à des endroits différents sur leur « finger- 
print » (carte peptidique) comparés aux peptides correspondants de 
la protéine originale (Fig. 7-12). On peut alors éluer les peptides 
différents et les séquencer afin d'établir les différences entre la 
protéine originale et la protéine apparentée sans devoir séquencer 
celle-ci entièrement. 

Actuellement, on appelle carte peptidique toute méthode qui 
fragmente une protéine de manière reproductible et en sépare les 
peptides de sorte que des protéines apparentées en donnent un 
patron différent. On peut ainsi réaliser une carte peptidique par 
électrophorèse en gel à deux dimensions où par des techniques 
à haute résolution à une dimension, comme l'HPLC, la SDS- 
PAGE, la focalisation isoélectrique ou l'électrophorèse en capil- 
laire (Sections 6-3 et 6-4). Quelle que soit la méthode, on isole 
les peptides correspondants qui diffèrent et on les séquence pour 
déterminer les différences de séquence entre les protéines que 
l'on compare. 


2 M SÉQUENÇAGE DES ACIDES 
NUCLEIQUES 
La stratégie de base du séquençage des acides nucléiques est sem- 


blable à celle du séquençage des protéines (Section 7-1), dans la 
mesure où elle comprend : 


1. La coupure spécifique et le fractionnement du polynucléo- 
tide à séquencer en fragments suffisamment courts pour être 
séquencés complètement. 


9 Le séauencavre pronrement dit des fraoments ainsi produits 
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3. La mise en ordre des fragments en recommençant les deux 

étapes précédentes avec un procédé de coupure différent, qui pro- 
duira des fragments chevauchants par rapport au premier ensemble 
de fragments. 
Jusqu'à 1975 environ, le séquençage des acides nucléiques avait 
un important retard sur le séquençage des protéines, en particulier 
parce qu’il n'y avait pas alors d'endonucléases spécifiques d’une 
séquence de plus d’un nucléotide. Pour les ARN, on en était réduit 
à les couper en fragments relativement petits par hydrolyse par- 
tielle avec des enzymes telles que la ribonucléase T1 (tirée d’As- 
pergillus oryzae), qui coupe les ARN après un résidu guanine, ou 
avec la ribonucléase A pancréatique, qui coupe après un résidu 
pyrimidique. De plus, pour les polynucléotides, il n'y a pas de 
méthode analogue à celle d'Edman pour les protéines (Sec- 
tion 7-1 A). Les polynucléotides étaient donc séquencés par diges- 
tion partielle avec une des deux exonucléases : la phosphodiesté- 
rase de venin de serpent, qui enlève les résidus à partir de 
l'extrémité 3° des polynucléotides (Fig. 7-13), ou la phosphodies- 
térase de rate, qui agit de manière semblable mais à partir de l'ex- 
trémité 5”. Les fragments oligonucléotidiques ainsi obtenus étaient 
identifiés par leur mobilité en chromatographie ou en électropho- 
rèse. Il est clair que le séquençage d'ARN dans ces conditions est 
laborieux. 

Le premier acide nucléique d'intérêt biologique qui a été 
séquencé, par Robert Holley, est l'ARNt de l’alanine de levure 
(Section 32-2A). Le séquençage de cette molécule, longue de seu- 
lement 76 nucléotides, a duré 7 ans, jusqu'en 1965, soit douze ans 
après que Frederick Sanger eut déterminé la séquence des acides 
aminés de l'insuline. Cette première a été suivie rapidement par 
d’autres séquençages de nombreuses espèces d'ARNt et d'ARN 
ribosomiaux 5$ (Section 32-3A) provenant de plusieurs espèces. 
L'art du séquençage des ARN par ces techniques a atteint son apo- 
gée en 1976, lorsque Walter Fiers termina la séquence des 3569 
nucléotides du génome du bactériophage MS2. Par comparaison, 
le séquençage de l'ADN était en ce moment à un stade bien plus 
primitif en raison de l'absence d'endonucléases spécifiques d’une 
séquence d'ADN. 


GCACUUGA 
phosphodiestérase de 
venin de serpent 

Li 

GCACUUGA 

GCACUUG 

GCACUU 

GCACU 

GCAC 

GCA 

GC + Mononucléotides 


FIGURE 7-13 Détermination de la séquence d'un oligonucléotide par 
digestion partielle avec la phosphodiestérase de venin de serpent. 
Cette enzyme libère l’un après l'autre les nucléotides, à partir de l'extré- 
mité 3° d'un polynucléotide ayant un 3°-OH libre. La digestion partielle 
d'un oligonucléotide avec la phosphodiestérase de venin de serpent 
donne, comme c'est indiqué, un mélange de fragments de toutes les lon- 
gueurs, que l'on peut séparer par chromatographie, La comparaison des 
compositions en bases des paires de fragments ne différant que par un 
nucléotide, permet d'identifier ke nucléotide 3° terminal du fragment le 


Après 1975, des progrès importants furent réalisés dans les 
techniques de séquençage. Ils étaient dus à trois nouveautés : 

L. La découverte des endonucléases de restriction, enzymes 
qui coupent l'ADN duplex à des sites spécifiques par leur 
séquence (Section 5-SA). 

2. La mise au point des techniques de clonage moléculaire, qui 
permettent d'isoler un fragment d'ADN identifiable en quantité 
suffisante pour le séquencer. 

3. La mise au point des techniques de séquençage de l'ADN. 
Ces procédés ont permis la percée extraordinaire de la biologie 
moléculaire au cours des deux dernières décennies, comme nous 
le discuterons dans les chapitres suivants. Les techniques de 
séquençage de l'ADN font l'objet de cette section. 

Le développement des techniques de séquençage des acides 
nucléiques a été si rapide qu'il est devenu plus facile de détermi- 
ner la séquence de bases d’un gène que de déterminer directement 
la séquence des acides aminés de la protéine correspondante, bien 
que ces deux types de données fournissent des informations com- 
plémentaires (Section 7-2C). Le nombre de nouvelles séquences 
d'ADN est tel — plus de 35 milliards de bases dans près de 22 mil- 
lions de séquences début 2003, et cette quantité double tous les 
ans — que seuls des ordinateurs peuvent les stocker. La première 
séquence complète d'un génome, celui de la bactérie Gram néga- 
tif Hemophilus influenzae, fut publiée par Craig Venter en 1995. 
À la mi-2003, on disposait des séquences complètes du génome de 
135 procaryotes (sans compter toutes celles en cours de détermi- 
nation) et de 11 eucaryotes dont Saccharomyces cerevisiae (la 
levure de boulanger), Caenorhabditis elegans (un nématode), Dro- 
sophila melanogaster (la mouche du vinaigre), Arabidopsis tha- 
liana (une plante à fleurs), la souris et l'Homme (Tableau 7-3). 


A. Méthode par blocage de chaîne en cours de 
synthèse 


Après 1975, plusieurs méthodes furent mises au point pour le 
séquençage rapide de longs fragments d'ADN. Celle de Frederick 
Sanger, qui est exposée ci-dessous (« chain-terminator method », 
appelée aussi méthode didésoxy), a été utilisée pour déterminer la 
plupart des séquences élucidées jusqu'ici. 

Cette méthode consiste à faire agir l'ADN polymérase 1 de 
E. coli (Section 5-4C) pour synthétiser des copies complémen- 
taires de l'ADN simple brin à séquencer. Comme nous l'avons 
vu, en utlisant la chaîne à séquencer comme matrice, l'ADN 
polymérase I assemble les quatre désoxynucléosides triphospliate 
(dNTP), dATP, dCTP, dGTP, dTTP, en un polynucléotide com- 
plémentaire qui s’allonge de la direction 5’ vers 3” (Fig. 5-30). 
Pour amorcer la synthèse d'ADN, l'ADN polymérase requiert 
une amorce associée de façon stable par appariement de bases 
avec la matrice d'ADN, Si l'ADN à séquencer est un fragment 
de restriction, comme c'est souvent le cas, il commence et se 
termine par un site de restriction. L'amorce peut alors être un 
court fragment d'ADN comportant le site de restriction et qui 
s’hybride avec la chaîne à répliquer. Pour obtenir les ADN 
matrice à séquencer en quantité suffisante, on les a clonés dans 
des vecteurs de type M13 (Section 5-5B) ou on les a amplifiés 
par PCR (Section 5-5F), deux techniques qui fournissent les 
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TABLEAU 7-3 Quelques génomes séquencés 
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Organisme 


Mycoplasma genitalium (parasite humain) 
Rickettsia prowazeki (bactérie, provoque le typhus, 
sans doute apparentée aux mitochondries) 


Borrelia burgdorferi (spirochète de la maladie de Lyme) 
Methanococcus jannaschii (archébactérie méthanogène 


thermophile) 
Haemophilus influenzae 
{bactérie pathogène pour l'Homme) 


Archaecoglobus fulgidus (archébactérie 
sulfato-réductrice hyperthermophile) 


Synechocystis sp. (cyanobactérie) 

Mycobacterium tuberculosis (provoque la tuberculose) 
Escherichia coli (bactérie, symbionte de l'Homme) 
Schizosaccharomyces pombe (levure fissipare) 


Saccharomyces cerevisiae (levure bourgeonnante 
ou de boulangerie) 


Plasmodium falciparum (protozoaire, 
provoque la malaria) 


Caenorhabditis elegans (ver nématode) 
Drosophila melanogaster (mouche du vinaigre) 
Arabidopsis thaliana (plante à fleurs) 

Oryza sativa (riz) 

Mus musculus (souris) 

Ratus norvegicus (rat) 


Homo sapiens (Homme) 


Nombre de 
chromosomes 


Taille du génome haploïde 
(kb) 
580 
1112 


1444 
1665 


1830 
2178 


3573 
4412 
4639 
13 800 
11 700 


30 000 


97 000 
137 000 
117 000 
430 000 
2 500 000 
2 600 000 
3 200 000 


Source : principalement http ://www.ncbi.nim.nih.gov:80/PMGifs/Genomes/org. html 


L'ADN polymérase 1 possède une activité exonucléase 5° —+ 3 
(Fig. 5-33). Cette action dépend d’un site catalytique différent et 
séparé de ceux qui catalysent la réaction de polymérisation et l’ac- 
tivité exonucléase 3° —> 5° (Fig. 5-36). Ceci a été démontré en 
observant le fait que si l'enzyme est coupée en deux par protéo- 
lyse spécifique, le fragment le plus grand (C-terminal, connu sous 
le nom de fragment de Klenow) possède les activités polymérase 
et exonucléase 3° —> 5”, tandis que le petit fragment (N-terminal) 
possède l’activité exonucléase 5° — 3”. Dans les opérations de 
séquençage, on utilise seulement le fragment de Klenow, afin 
d'être sûr que toutes les chaînes ainsi répliquées possèdent la 
même terminaison en 5”. 


a. La synthèse, par l'ADN polymérase, d’un ADN marqué 
est arrêtée après l’incorporation d’une base spécifique 
didésoxy 
Dans la méthode par blocage de La chaîne («chain terminator 

method »\ (Fie_ 7-14) l'ADN à séauencer est incuhé avec le frae. 


ment de Klenow de l'ADN polymérase 1, en présence d'une 
amorce appropriée et des quatre désoxyribonucléosides triphos- 
phate (dNTP). Au moins un des quatre dNTP, souvent le dATP. est 
marqué en a par le ?P ; sinon, on marque l'amorce en a-®P. En 
plus, il faut ajouter au mélange réactionnel une petite proportion 
d'un analogue de l'un des quatre dNTP, à savoir un 2’, 3'-didé- 
soxynucléoside triphosphate (ddNTP), 


®-®-®—0cH, 0 
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Matrice : 3 


CG 37 


GGCCA 
GGCCATCGTTGA GGCC 


—— (CGGTAGCAACT 


FIGURE 7-14 Diagramme des étapes suivies dans la méthode de 
séquençage par blocage de chaîne en cours de synthèse (méthode 
«chain-terminator » où « didésoxy »). Le symbole diATP représente la 


Quand l'analogue didésoxy est incorporé dans la chaîne polynu- 
cléotidique en extension à la place du nucléotide normal, la syn- 
thèse s'arrête à cause de l'absence du groupement 3'-OH. L'ajout 
d'une faible proportion de l'analogue par rapport au nucléotide 
normal provoque la formation d'une série de chaînes tronquées, 
chacune étant terminée par l'analogue didésoxy à une des posi- 
tions occupées par la base normale. Chacun des quatre ddNTP est 
ajouté dans un tube à essai différent. 

Les mélanges marqués au *?P ainsi produits sont déposés sur 
un gel d’électrophorèse dans des pistes parallèles voisines. Ce gel 
de séquence est une feuille longue et mince (de 0,1 mm sur par- 
fois 100 cm) de polyacrylamide. Il contient -7M d'urée et l'élec- 
trophorèse est pratiquée à -70 °C afin d'éliminer toutes les liaisons 
hydrogène, Dans ces conditions, les fragments d'ADN ne se sépa- 
rent qu'en fonction de leur taille. On peut alors déduire directe- 
ment la séquence du brin néorépliqué en lisant, de bas en haut, 
l'autoradiogramme du gel de séquence (Fig. 7-15). Une lecture 
automatisée par ordinateur est aussi possible. Comme le pouvoir 
de résolution d’un tel gel ne permet pas de séparer plus de 300 à 
400 chaînes (et donc pb), deux gels, le premier mis sous tension 
pendant un temps plus long et souvent à un voltage plus élevé que 
l'autre, peuvent révéler la séquence d’un même fragment sur près 


dan COM ml 


didésoxyadénosine triphosphate, etc. La séquence obtenue en lisant le gel 
de bas en haut (du plus court au plus long des fragments) est complé- 
mentaire de la séquence de l'ADN matrice. 


On peut améliorer la qualité des autoradiogrammes en utilisant 
des dNTP dont les groupements phosphate & ont été marqués avec 
le ŸS plutôt qu'avec le ?P. 


OS D: 
-0O—P—0—-P—-0—P—-0— 
TS us Ts 0. Pass 
Le) [e) [e) H H 
H 
OH H 
a-Thio-[%S]-ANTP 


Ceci résulte du fait que les noyaux ŸS émettent des particules B 
d'énergie plus faible et donc de parcours plus court que le *?P, ce 
qui forme des bandes plus fines sur l'autoradiogramme. On peut 
aussi obtenir des gels plus faciles à interpréter en remplaçant le 
fragment de Klenow par l'ADN polymérase T7 (du bactério- 
phage T7, moins sensible à la présence des ddNTP que le frag- 
ment de Klenow, et qui donne des bandes d'intensités plus égales) 


nes mas aoîle da LL dt, D ARR, some Es mms ntfs. 


AGCT AGCT 


1 0 > > 19 


FIGURE 7-15 Autoradiographie d'un gel de séquençage. Les frag- 
ments d'ADN ont été obtenus avec la méthode par blocage de chaîne en 
cours de synthèse. Deux dépôts, le premier à gauche et le second à 
droite, ont été faits à 90 min d'intervalle. La séquence est définie pour 
140 nucléotides successifs et est indiquée sur les côtés. [D'après 
Hindley, J., DNA sequencing, ir Works, T.S., et Burdon, R.H. (Éds.), 
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 10, 
p. 82, Elsevier (1983). Avec autorisation.] 


(polymérase Tag; Section 5-5F), qui sont stables au dessus de 
90 °C et qui peuvent donc être utilisées à des températures suffi- 
santes pour dénaturer des régions plus stables de la séquence 
d'ADN. 


FIGURE 7-16 Partie de l'enregistrement d'un séquençage réalisé 
avec les quatre produits de réaction déposés dans le même puits du 
gel. Chacune des quatre courbes de couleur différente indique la variation 
d'intensité de fluorescence d'un colorant différent lié à l'amorce d'exten- 
sion utilisée avec un des ddNTP qui bloquera la réaction d'extension 
commencée à partir de cette amorce, Les couleurs verte, rouge, noire et 


AG AGCÇCGGCC (a GGNAGC TCC AGC TGTTCCC AGT GAGGGTT AA CGAGCTTGG AATCATGGTCATAGCTGTTT 4 
à TTCT ge GCCAÇCGCGGT 5 TT TT T7 TT TTT GCTT 2GT A TGGT LA TGTT 


bull LI AATALA pe ln 


FCT GPOTGAAALTOTT APCCGCT CACAATT GRAC ACAACATAÇGAGCCGGAAGCAT AAAGTOT AAAGC cragaa TGCCT AALOA GTG AGCT 
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Pour un technicien entraîné, il ne faut quelques heures de tra- 
vail pour séquencer un fragment d'ADN de 800 nucléotides par la 
méthode didésoxy. En réalité, lorsqu'il faut séquencer une longue 
molécule, le travail le plus long est de s'assurer que tous les frag- 
ments qu'elle donne (par les méthodes décrites dans la sec- 
tion 5-5E) sont clonés et ordonnés, alors que le séquençage pro- 
prement dit est assez rapide. 


b. On peut séquencer un ARN après l'avoir transcrit en 
ADNc 

L'ARN peut être séquencé rapidement en modifiant quelque peu 

les procédés utilisés pour l'ADN. L'ARN à séquencer est transcrit 

en une chaîne complémentaire d'ADN (ADNc) sous l'action de la 

transcriptase réverse (Section 5-5F). L'ADNc peut alors être 

séquencé normalement. 


c. La méthode par blocage de chaine a été automatisée 
Lorsqu'il a fallu séquencer de long morceaux d'ADN tels que des 
chromosomes entiers, on a accéléré le procédé en automatisant et 
en informatisant la méthode par blocage de chaîne. On a dû, pour 
cela, remplacer le marquage radioactif par le marquage fluores- 
cent, éliminant du même coup les dangers liés à l'usage des radio- 
isotopes et le problème de leur stockage. Deux types de systèmes 
à fluorescence équipent les séquenceurs d'ADN automatiques dis- 
ponibles sur le marché : 


1. Quatre réactions dans un seul puits du gel Les amorces 
utilisées dans chacune des quatre réactions d'extension sont, cha- 
cune, liées en 5° à un colorant fluorescent différent. Les quatre pro- 
duits de réactions réalisées indépendamment sont ensuite mélan- 
gés et soumis à l’électrophorèse dans un seul puits. La base 
terminale de chaque fragment, lorsqu'il sort du gel, est identifiée 
par son spectre caractéristique de fluorescence activé par laser 
(Fig. 7-16). 

2. Une seule réaction dans un seul puits du gel Chacun des 
quatre ddNTP utilisés pour bloquer la chaîne en cours de polymé- 
risation est lié de manière covalente à un composé fluorescent dif- 


base 3’-terminale de chaque oligonucléotide, la taille de ce dernier déter- 
minant sa position dans le gel, est identifiée par be pic de fluorescence 
correspondant à la bande dans le gel. Les lettres écrites au dessus des 
pics indiquent la base correspondant au pic et les nombres, sa position 
dans le segment d'ADN. [Avec l'autorisation de Mark Adams, The Insti- 
tute for Genomic Research, Gaithersburg, Maryland.] 
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férent. La réaction d'élongation se fait donc dans un seul récipient 
et le mélange de fragments est soumis à l'électrophorèse de 
séquence dans un seul puits du gel, La base terminale de chaque 
fragment est identifiée par son spectre caractéristique de fluores- 
cence. 

Les détecteurs de fluorescence utilisés dans tous ces systèmes, 
qui font des erreurs à raison d'environ 1 base sur 100, sont pilotés 
par ordinateur et l'acquisition des séquences est ainsi automatisée. 
Dans les systèmes les plus perfectionnés, le gel d'électrophorèse 
en plaque est remplacé par un faisceau de 96 capillaires, la prépa- 
ration de l'échantillon et son dépôt sur ces capillaires sont roboti- 
sés, et l'électrophorèse ainsi que l'analyse des résultats sont entiè- 
rement automatiques. On peut ainsi séquencer simultanément, en 
2,5 heures, 9% fragments d'ADN d'environ 600 bases, soit 550 000 
bases par jour, le tout pour seulement 15 minutes de surveillance, 
ce qui est énorme en regard des quelque 25 000 bases par an qu'un 
technicien entraîné peut séquencer par les méthodes manuelles. 
Néanmoins, un tel automate opérant en continu mettrait une tren- 
taine d'années pour séquencer les 3,2 milliards de pb du génome 
humain, même en se limitant à deux séries de fragments chevau- 
chants, En fait, au moins dix de ces séries sont nécessaires pour ne 
pas manquer certaines séquences dans de très longs fragments 


(Section 5-5E) et pour réduire le risque d'erreur en dessous de 
0,01 % (Section 7-2B). On trouve donc plus de 100 robots de ce 
type dans les grands centres de séquençage. 


B. Séquençage des génomes 


Un gros obstacle technique au séquençage d'un génome n'est pas 
le séquençage des segments d'ADN comme tels, mais bien leur 
assemblage (il peut y en avoir des dizaines de milliers, voire de 
millions, d'après la taille du génome) en «blocs » contigus (les 
contigs) et ceci dans l’ordre correct. Une manière de 

est la «marche sur chromosome» (Section 5-5E). Cependant, 
cette approche serait trop longue et coûteuse pour un génome 
d'eucaryote, Par exemple, pour séquencer un chromosome 
humain de longueur moyenne (125 millions de pb) avec les 
inserts de -10 kb d'une bibliothèque plasmidique, il faudrait un 
minimum de 1,25 x 10*/10 000 = 12 500 cycles de cette méthode 
laborieuse. 


a. Séquençage génomique conventionnel 
Une stratégie plus efficace fut mise au point à la fin des 
années 1980 (Fig. 7-17a). On prépare d'abord pour chaque 
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FIGURE 7-17 Stratégies de séquençage des génomes, (a) Stratégie 
conventionnelle, On prépare trois groupes d'inserts de taille décroissante 
et, après séquençage, on les dispose dans l'ordre par marche sur cosmide 
et en recourant à des repères comme des STS et des EST (voir ci-des- 


niveaux de clonage et recourt à des algorithmes informatiques sophisti- 
qués ainsi qu'à des STC pour organiser en chromosomes entiers les 
inserts séquencés. [D'après Venter, J.C., Smith HO, et Hood, L., Science 
381, 365 (1996).] 


chromosome une carte physique de faible résolution en identi- 
fiant des repères communs dans des inserts chevauchants de 
-250 kb clonés dans des YAC (chromosomes artificiels de 
levure). Ces repères sont souvent des segments de 200 à 300 pb 
appelés sites marqueurs de séquence («Sequence-Tagged 
Sites »: STS) dont la séquence n'apparaît qu'une seule fois dans 
le génome. Deux clones contenant le même STS seront donc 
chevauchants. Les inserts contenant ces STS sont alors frag- 
mentés au hasard (d'habitude par sonication; Section 5-3D) en 
segments de -40 kb que l'on clone en vecteurs cosmidiques de 
manière à pouvoir élaborer une carte de haute résolution en y 
identifiant les repères chevauchants. Ces inserts cosmidiques sont 
à leur tour fragmentés au hasard en segments chevauchants de 3 
à 10 kb, voire 1 kb, en vue de leur insertion dans des vecteurs 
plasmidiques ou de type M13 («shotgun cloning» ou clonage 
aléatoire, Section 5-SE). Ces inserts (-800 clones M13 par cos- 
mide) sont alors séquencés (400 pb par clone) et rassemblés par 
ordinateur en contigs pour donner la séquence de l'insert cos- 
midique de départ (la redondance sera donc: 400 pb par clone 
X 800 clones par cosmide / 40 000 pb par cosmide = 8). Pour 
finir, les inserts cosmidiques sont mis en ordre par « marche sur 
cosmide » (équivalent informatique de la marche sur chromo- 
some; Fig. 5-53) en superposant les points de repère, ce qui 
donne la séquence des inserts en YAC, lesquels sont ensuite 
ordonnés sur base de leurs STS pour aboutir à la séquence du 
chromosome. 


Cette stratégie conventionnelle suppose que l'on identifie 
d'abord dans le génome à séquencer un nombre suffisant de STS 
espacés assez régulièrement. Le problème est que le génome de la 
plupart des eucaryotes complexes contient un grand nombre de 
séquences répétitives, courts segments d'ADN répétés à la queue 
leu leu des centaines, des milliers, voire des millions de fois (Sec- 
tion 34-2B; -40% du génome humain est constitué de telles 
séquences, dont la fonction — si elles en ont une — est inconnue). 
Ce phénomène augmente singulièrement la difficulté de trouver 
des STS. On remplace donc ces derniers par des ADNc appelés 
marqueurs de séquences exprimées («Expressed Sequence 
Tags » : EST). Puisque les ARNm correspondants codent des pro- 
téines, on peut quasi exclure que ces EST contiennent des 


séquences répétitives. 


b. Clonage aléatoire («shotgun cloning ») 


Au moment où fut atteint le premier objectif du projet 
«génome humain», à savoir identifier des STS et des EST 
toutes les 100 kb environ, les progrès en informatique et en tech- 
niques de clonage permirent une stratégie de séquençage plus 
directe, qui rendait inutile la cartographie de faible résolution 
(par YAC) et de haute résolution (par cosmides). Cette méthode, 
dite de clonage aléatoire, fut proposée par Craig Venter, Hamil- 
ton Smith et Leroy Hood. Ici, le génome est fragmenté au 
hasard, un très grand nombre de fragments clonés sont séquen- 
cés, et ceux-ci sont mis en ordre en identifiant les paires de frag- 
ments chevauchants. D'après les calculs statistiques, la probabi- 
lité qu’une base ne soit pas séquencée est eT , où € est la 
redondance de séquençage (c = LN/G, où L est la longueur 
moyenne, en pb, des inserts clonés, N est le nombre d'inserts 
céauencés_ et G est la lonoueur. en nb. du génome). G e* est la 
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somme des longueurs des parties qui séparent les contigs, et G/N 
est la longueur moyenne des ces parties. 

Pour les génomes bactériens, on applique cette stratégie 
comme telle en séquençant des dizaines de milliers de fragments 
et en les mettant en ordre à l'aide d'algorithmes capables de 
reconstituer des contigs à partir d'un très grand nombre de petites 
séquences. Pour combler les vides entre les contigs («mettre la 
dernière main » au séquençage), il suffit alors de synthétiser des 
amorces pour PCR complémentaires aux extrémités des contigs, à 
l'aide desquelles on isole les segments manquants (par marche sur 
chromosome). 

Pour les génomes d'eucaryotes. leur taille bien plus considé- 
rable fait que l'on doit procéder en plusieurs étapes (Fig, 7-17b), 
On commence par produire une bibliothèque de chromosomes arti- 
ficiels de bactérie (des BAC ; ceux-ci sont plus faciles à manipuler 
que les YAC) contenant des inserts de -150 Kb (dans le cas du 
génome humain, pour une redondance de 15 fois — qui laisserait 
encore environ 1 kb non séquencée — il faudrait -300 000 de ces 
clones). L'insert de chaque clone BAC est identifié en séquençant 
—500 pb à partir de chaque extrémité, ce qui donne des connec- 
teurs marqueurs de séquence (« Sequence-Tagged Connectors » : 
STC ou BAC-ends). Pour les 300 000 clones ci-dessus, cela repré- 
senterait 300 000 kb, soit 10% du génome humain. Un premier 
insert en BAC est fragmenté et les fragments sont clonés au hasard 
en vecteurs plasmidiques ou de type M13 (ce qui donne environ 
3000 clones chevauchants), séquencés et assemblés en contigs. 
La séquence de ce BAC de départ est alors comparée avec celles 
des bases de données de STC afin d'identifier les -30 clones BAC 
chevauchants. Les deux clones qui ont le plus faible degré de 
superposition à l'une ou l'autre de leurs extrémités sont séquencés 
et ce protocole est répété juqu'à obtenir la séquence de tout le 
chromosome (on parle de «marche sur BAC »). Pour le génome 
humain, il a ainsi fallu séquencer -20 000 inserts en BAC. L'ordre 
définitif des séquences est vérifié en recourant aux bases de don- 
nées de STS et d'EST, 

La méthode par clonage aléatoire est facile à automatiser et sa 
mise en œuvre par des robots est plus rapide et moins coûteuse que 
la stratégie conventionnelle. C'est donc par la première de ces 
deux approches qu'ont été séquencés. souvent en quelques mois, 
la plupart des génomes publiés et, grâce à elle, on a gagné plu- 
sieurs années pour le séquençage du génome humain. 


c. Le génome humain a été séquencé 

Une première version du génome humain fut publiée début 
2001 par deux équipes indépendantes: l'International Human 
Genome Sequencing Consortium, dirigé par Francis Collins, Eric 
Lander et John Sulston, et un groupe dirigé par Craig Venter et 
affilié pour l'essentiel à la firme Celera Genomics. Cette réalisa- 
tion stupéfiante, qui couronnait plus d'une décennie d'efforts 
impliquant des centaines de scientifiques, est censée révolutionner 
la compréhension et la pratique de la biochimie et de la médecine. 
Cependant, un gros travail reste à faire pour mettre la dernière 
main au séquençage et pour annoter cette séquence de -3,2 mil- 
liards de nucléotides, dont il manque encore 10%, essentiellement 
des séquences hautement répétitives. On peut néanmoins en tirer 
plusieurs informations importantes : 


L. Près de la moitié du génome humain est constitué de diffé- 
rente tunec de cémnences rénétées 
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2. Environ 28 % seulement du génome sont transcrits en ARN. 


3. Il n'y a que 1.1 à 1,4% du génome (-5 % de l'ARN trans- 
crit) qui code des protéines. 

4. Le génome humain ne contiendrait que -30000 gènes 
codant des protéines {on parle de cadres ouverts de lecture 
(« Open Reading Frames » : ORF)] au lieu de 50000 à 140000 
ORF prédites par extrapolation. Ces valeurs, qui devront être 
revues puisque la détection des ORF ira en s'améliorant, sont à 
comparer au nombre d'ORF chez la levure (6000), Drosophila 
(-13 000), C. elegans (-18 000) et Arabidopsis (-26 000). 


5. Un petit nombre seulement des familles de protéines 
humaines sont typiques des vertébrés ; la plupart se retrouvent dans 
d'autres formes de vie, sinon dans toutes. 


6. Deux génomes humains pris au hasard ne diffèrent, en 

moyenne, que d'un nucléotide sur 1250 ; deux individus non appa- 
rentés sont donc génétiquement identiques à plus de 99,9 %. 
Si l'organisme des humains et des vertébrés en général est plus 
complexe que celui des formes de vie inférieures, ce n'est donc pas 
parce que les premiers auraient un beaucoup plus grand nombre 
d'ORF. Ceue différence serait plutôt due à la plus grande com- 
plexité des protéines des vertébrés; elles possèdent plus de 
domaines (ou modules) que celles des invertébrés et ces modules 
sont plus souvent exprimés de façon sélective par épissage diffé- 
rentiel des gènes (Section 5-4A). Ainsi, de nombreux gènes de ver- 
tébrés codent chacun plusieurs protéines similaires, mais aux pro- 
priétés légèrement différentes. 

Pour une exploration du génome humain, on peut consulter 
hup://www.ncbi.nim.nih.gov/Genomes/index.html (séquences de 
l'International Human Genome Sequencing Consortium) et 
hutp://publication.celera.com (séquences de la firme Celera). 


C. Séquencer des gènes plutôt que des protéines ? 


Les séquences en acides aminés des protéines sont spécifiées par 
les séquences des bases des acides nucléiques (Section 5-4B) si 
bien que, connaissant le code génétique (Tableau 5-3) et les 
séquences d'initiation de la transcription et de la traduction (Sec- 
tions 31-3 et 32-3C), la structure primaire d'une protéine peut être 
déduite de celle de l'acide nucléique correspondant. Les tech- 
niques de séquençage des acides nucléiques sont restées pendant 
longtemps loin derrière celles des protéines, mais à la fin des 
années 1970 les méthodes de séquençage de l'ADN ont fait de tels 
progrès qu'il est devenu plus facile de séquencer un segment 
d'ADN que la protéine qu'il spécifie. Bien que les structures pri- 
maires de protéines soient maintenant déduites systématiquement 
des séquences d'ADN, le séquençage direct des protéines reste un 
outil biochimique indispensable pour plusieurs raisons impor- 
tantes : 

1. La position des ponts disulfure ne peut être déterminée que 
par le séquençage de la protéine. 

2. Beaucoup de protéines subissent des changements après 
leur biosynthèse par l'élimination de certains résidus et par des 
modifications spécifiques d'autres résidus (Section 32-5). La 
nature de ces modifications, souvent essentielles à la fonction de 
la protéine, ne peut être déterminée que par le séquençage direct 


3. Il est souvent difficile d'identifier et d'isoler un acide 
nucléique qui code une protéine d'intérêt. De fait, un des moyens 
les plus efficaces d'y parvenir est de déterminer la séquence en 
acides aminés d’au moins une partie de la protéine, d'en déduire 
la séquence en bases du segment de l'ADN qui code ce segment 
polypeptidique, et de synthétiser chimiquement cet ADN afin de 
l'utiliser pour identifier et isoler le gène (ou les gènes) qui 
contient cette séquence de bases par transfert selon Southern ou 
par PCR (Sections 5-5D et 5-5F). On parle ici de génétique 
inverse puisque, chez les procaryotes, on partait traditionnelle- 
ment de la génétique pour caractériser des protéines, et non l'in- 
verse. Pour les organismes dont les génomes ont été séquencés, 
on peut faire de la génétique inverse in silico, c'est-à-dire par 
ordinateur. 


4. Une erreur fréquente lors du séquençage de l’ADN provient 
de l'insertion ou de la délétion involontaire d'un seul nucléotide. 
Ceci change le cadre de lecture apparent du gène (Section 5-4A) 
et donc modifie les prédictions pour tous les résidus d'acides ami- 
nés à partir du point erroné. Une vérification de la séquence en 
acides aminés prédite, par séquençage direct d’une série d’oligo- 
peptides répartis tout au long de la protéine, permet de déceler 
facilement de telles erreurs. 


5. Le code génétique « standard » n'est pas universel : il différe 
légèrement de celui des mitochondries et de celui de certains pro- 
tozoaires (Section 32-1D). De plus, chez certaines espèces de pro- 
tozoaires, les transcrits d'ARN sont «corrigés », c'est-à-dire que 
leurs séquences sont modifiées avant d'être traduites (Section 31- 
4A). Ces anomalies du code génétique ont été découvertes en com- 
parant la séquence en acides aminés de certaines protéines et la 
séquence en bases des gènes correspondants. S'il existe d’autres 
anomalies du code génétique, elles seront sans aucun doute décou- 
vertes de la même manière, 


3 M ÉVOLUTION CHIMIQUE DES 
PROTEINES 


Les individus, comme toutes les espèces, sont caractérisés par leur 
patrimoine génétique héréditaire. Celui-ci définit la séquence en 
acides aminés de toutes ses protéines, ainsi que leur quantité et la 
programmation de leur synthèse dans chaque cellule. La composi- 
tion en protéines d'un organisme est donc l'expression directe de 
son patrimoine génétique. 

Dans cette section, nous nous intéresserons plus spécialement 
aux séquences d'acides aminés en fonction de l'évolution, c'est-à- 
dire à l'évolution chimique des protéines. Les changements au 
cours de l'évolution, dus à des mutations qui se font au hasard, 
modifient souvent la structure primaire d'une protéine. Une modi- 
fication par mutation dans une protéine, si elle doit se propager, 
doit d'une certaine façon augmenter, ou au moins ne pas diminuer, 
la probabilité de survie et de reproduction du mutant. Beaucoup de 
mutations sont nuisibles et souvent létales par leurs effets ; elles 
disparaissent donc rapidement. Cependant, en de rares occasions, 
une mutation à première vue défavorable améliore en fait l'adap- 
tation de son hôte à son environnement naturel, comme nous allons 


A. L'anémie falciforme : influence de la sélection 
naturelle 


L'hémoglobine, le pigment rouge du sang, est une protéine dont 
la fonction principale est de transporter l'oxygène dans tout le 
corps. Une molécule d'hémoglobine est un tétramère &,f, ; autre- 
ment dit, elle est constituée de deux chaînes & identiques et de 
deux chaînes B identiques (Fig. 7-1d). L'hémoglobine se trouve 
dans les érythrocytes (les globules rouges: du grec erythros, 
rouge et Æyros, recipient creux) dont elle représente environ 33 % 
du poids chez les individus normaux, une concentration pres- 
qu'identique à celle qu'elle a à l'état cristallisé. À chacun des 
cycles de leur périple dans le système circulatoire, les érythrocytes, 
qui se présentent normalement sous forme de disques souples 
biconcaves (Fig. 7-18a), doivent se comprimer dans les capillaires 
de diamètre inférieur au leur. 

Chez les individus atteints de la maladie héréditaire dite ané- 
mie à cellules falciformes («en faucille »), ou anémie falciforme 
ou encore drépanocytose (du grec drepanos, faucille), de nom- 
breux érythrocytes ont une forme irrégulière en croissant lorsque 
la concentration en oxygène est basse, ce qui est le cas dans les 
capillaires (Fig. 7-18b). Cette forme anormale augmente la rigidité 
des érythrocytes, ce qui gêne leur passage dans les capillaires. Les 
cellules falciformes entravent par conséquent la circulation du 
sang dans les capillaires de sorte qu’en cas de «crise », elle peut 
être bloquée dans certaines régions, ce qui entraîne des lésions tis- 
sulaires importantes et des douleurs atroces. De plus, les individus 
atteints de cette maladie souffrent d'anémie hémolytique grave 
(destruction des globules rouges) car la diminution de résistance 
mécanique de leurs érythrocytes diminue de moitié la durée de vie 
normale (120 jours) de ces cellules. Les effets de cette maladie 
sont tels qu'avant la dernière moitié du vingtième siècle, les indi- 
vidus atteints d’anémie falciforme n'atteignaient que rarement 
l'âge adulte (les traitements modernes ne permettent pourtant pas 
d'obtenir la guérison). 


a. L'anémie falciforme est une maladie moléculaire 

En 1945, Linus Pauling pensa à juste titre que l'anémie falci- 
forme, qu'il appela une maladie moléculaire, est due à la pré- 
sence d'une hémoglobine mutante. Pauling et ses collaborateurs 
démontrèrent alors, par des études électrophorétiques, que l’hé- 
moglobine normale humaine (HbA) a une charge anionique plus 
négative d'environ deux unités que l'hémoglobine de l'anémie fal- 
ciforme (HbS ; Fig. 7-19). 

En 1956, Vernon Ingram mit au point la technique de la carte 
peptidique (Section 7-1K) afin de préciser la différence entre 
l'HbA et l'HbS. Les cartes d’Ingram d’hydrolysats tryptiques de 
HbA et HbS montrèrent que leurs sous-unités & sont identiques 
mais que leurs sous-unités B contiennent un peptide tryptique dif- 
férent (Fig. 7-12). Des études de séquençage montrèrent finale- 
ment que cette différence vient du remplacement du Glu 6 de 
HbA (le Glu en 6° position de chaque sous-unité ff) par une Val 
dans HbS (Glu B6 —> Val), expliquant ainsi la différence de charge 
observée par Pauling. C'était la première démonstration qu'une 
maladie héréditaire est due à un changement spécifique d'un acide 
aminé d'une protéine. Cette mutation provoque l'agrégation de 
l'HbS désoxygénée en filaments suffisamment volumineux et 
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{a) 


{b) 


FIGURE 7-18 Micrographies à balayage électronique d'érythrocytes 
humains. (a) Érythrocytes humains normaux montrant leur forme en 
disque biconcave. [David M. Phillips/Visuals Unlimited]. (b) Érythro- 
cytes en forme de « faucille » de malade atteint d'anémic falciforme. [Bill 
Longcore/Photo Researchers, Inc.} 


l'influence de la structure primaire sur la structure quaternaire. La 
structure de ces filaments sera approfondie dans la section 10-3B. 


b. Le trait drépanocytaire confère la résistance à la malaria 

L'anémie falciforme est héréditaire et obéit aux lois de la géné- 
tique mendelienne (Section 1-4B). L'hémoglobine des individus 
homozygotes pour l’anémie falciforme est presque totalement de 
l'HbS. Au contraire, les individus hétérozygotes ont une hémoglo- 
bine qui contient environ 40 % de HbS (Fig. 7-19). De telles per- 
sonnes, dont on dit qu'elles ont le trait drépanocytaire, mènent 


FIGURE 7-19 Électrophorégramme d'hémoglobines d'individus nor- 
maux et d'individus ayant le trait drépanocytaire ou l'anémie falciforme. 
[D'après Montgomery, R., Dryer, R.L., Conway, T.W., et Spector, A.A.. 


Biochemistry, A Case Oriented Approach (4h ed.), p. 87, Copyright 1983 
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TABLEAU 7-4 Séquences en acides aminés de cytochromes c de 38 espèces 


A 5 1 1 . 
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Sphinx du tabac (papillon) 

Lucitie bouchère (une mouche) 
Drosophila (mouche du vinaigre) 


Levure de boulangerie 
Candida krusei (une levure) 
Neurospora crassa {une moisissure) 


Plantes supéneures Champignons Insectes 
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Ricin (graine) 14 MIA 
Coton (graine) BIL AIM A 
Jute (graine)  ,4 Aa 
Nombre d'acides aminés différents 13558 


NON ONNOON 
DYSIYYYESTY 
CerrrerEeEer 
rrerererr 
UNNANANN DS 
CERELSSESE: 


10000000 
VETTT%27%% 
rrrerrrerr 
>>» »>->->}> 


22% 7% 
ererr 


1000 
>>>» 


> 
= 


ie NL 
[MA PNIL 

ir eNIL 

ur er 

UF CCE 

il NL 

ilr PL 

1iF PI 

11e PUNIL 

LL Ë FL 
414932131111424#23214:121851332132133 


* Les chaines latérales d'acides aminés ont été ombrées selon leurs caractères polaires de sorte que les résidus invariatits où les substitutions conservatrices s'iden- 
litient par une bande verticale de la même couleur, La lettre à au début de la chale indique que le groupe amino N-1erminal est acétylé ; un h indique que le 


groupe acétyl est absent. 


Sourve : D'après Dickerson, R.E.. Sci. Am. 22614): 58-72 (1972). avec des corrections de Dicherson, RE. et Timkowlieh, R., dans Boyer, P.D. (Éd.), The 
Ensvmes (48 ed), Vol.11, pp. 421-422, Academic Press (1975), Copyright Irving Ceis 


une vie normale même si leurs érythrocytes ont une durée de vie 
plus courte que ceux d'individus normaux. 


Le trait drépanocytaire et l'anémie falciforme se manifestent 
essentiellement chez des personnes originaires d'Afrique équato- 
riale, Les régions d'Afrique équatoriale où la malaria est une des 
causes principales de décès (jusqu'à 50 % de mortalité infantile due 
à la malaria), comme le montre la Fig. 7-20, coïncident étroitement 
avec les régions où le gène de l'anémie falciforme est répandu (jus- 
qu'à 40% de la population dans certains endroits porte ce gène). 
Cette observation a conduit Anthony Allison à proposer que les 
individus hétérozygotes pour HbS sont résistants à la malaria, 
c'est-à-dire qu'ils sont moins sujets à mourir de la malaria. 


La malaria est probablement la maladie infectieuse qui cause 
le plus de décès actuellement : sur les 2,5 milliards de personnes 
qui vivent dans les régions où la malaria est endémique, 100 mil- 
lions sont atteintes par la maladie et environ un million, surtout de 
très jeunes enfants, en meurent chaque année, En Afrique, la mala- 
ria est due au protozoaire Plasmodium falcinarum véhiculé par un 
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FIGURE 7-20 Cane indiquant les régions du monde où ka malaria cau- 
sée par P. falciparum était répandue avant 1930, ainsi que la répartition 
du gène de l'anémie falcitorme. 
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moustique, protozoaire qui demeure dans un érythrocyte pendant 
presque tout son cycle de vie de 48 h. Les plasmodia augmentent 
l'acidité des érythrocytes qu'ils infectent d'environ 0,4 unité de pH 
et provoquent l'adhérence de ceux-ci à une protéine qui borde les 
parois des capillaires, via des protubérances protéiques qui se for- 
ment à la surface des érythrocytes (sinon, la rate retirerait ces éry- 
throcytes infectés de la circulation, tuant ainsi le parasite). La mort 
est souvent due à l'accumulation d'érythrocytes dans un organe 
vital (comme le cerveau dans le cas de la malaria cérébrale) où la 
circulation sanguine est alors pratiquement bloquée. 

Comment le trait drépanocytaire peut-il conférer la résistance à 
la malaria ? Normalement, environ 2 % des érythrocytes d'indivi- 
dus porteurs du trait drépanocytaire présentent la forme en faucille 
lorsque la concentration en oxygène est faible, c'est-à-dire dans les 

illai l'abaissement du pH dans les érythrocytes 
infectée nar le Plaemndium anemente cette proportion iusan'à 


40%, ce qui permet vraisemblablement, au premier stade de l'in- 
fection, le retrait préférentiel des érythrocytes infectés de la circula- 
tion. Aux stades ultérieurs, alors que les érythrocytes infectés adhè- 
rent aux parois des capillaires, la forme en faucille due à cet 
environnement pauvre en oxygène peut désorganiser le parasite, 
mécaniquement et/ou métaboliquement. En conséquence, les por- 
teurs du trait drépanocytaire dans les régions où sévit la malaria ont 
un avantage d'adaptation : la partie de la population qui est hétéro- 
zygote (les porteurs du trait drépanocytaire) augmente jusqu'à ce 
que l'avantage dû à leur meilleur taux de reproduction se trouve 
compensé par la proportion croissante d'homozygotes non (ou 
moins) viables (ceux qui ont l’anémie falciforme). Ainsi l'anémie 
falciforme donne un exemple darwinien classique des consé- 
quences d'adaptation liées à une seule mutation dans la compéti- 
tion biologique permanente entre organismes pour des ressources 
Commune. 
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B. Variations entre espèces de protéines 
homologues : effets de la dérive naturelle 


Les structures primaires d'une protéine donnée d'espèces voisines 
sont très semblables. Si l'on admet, selon la théorie de l'évolution, 
que des espèces voisines sont issues d'un ancêtre commun, il en 
résulte que chacune de leurs protéines doit également avoir évolué 


depuis la protéine correspondante de cet ancêtre, 

Une protéine bien adaptée à sa fonction, c'est-à-dire qui ne 
peut pas subir d'amélioration physiologique importante, continue 
néanmoins à évoluer. La nature aléatoire des mécanismes de muta- 
tion va, avec le temps, modifier une telle protéine sans pour autant 
affecter significativement sa fonction, un processus appelé la 
dérive naturelle (les mutations nuisibles sont, évidemment, rapi- 
dement rejetées par sélection naturelle), La comparaison des struc- 
tures primaires de protéines homologues (protéines apparentées 
sur le plan de l'évolution) indique par conséquent quels sont, 
parmi les résidus d'acides aminés des protéines, ceux qui sont 
indispensables à sa fonction, ceux qui ont moins d'importance, et 
ceux qui n'ont pas de rôle spécifique. Si, par exemple, on retrouve 
la même chaîne latérale à un endroit particulier de la séquence en 
acides aminés d'une série de protéines homologues, on peut en 
déduire que les propriétés chimiques et/ou structurales de ce 
résidu invariant le rendent seul capable d'assurer un rôle essen- 
tiel au sein de la protéine. D'autres positions d'acides aminés peu- 
vent avoir des exigences en chaîne latérale moins rigoureuses si 
bien que des résidus qui ont des propriétés similaires (par exemple 
ceux à propriétés acides : Asp et Glu) conviendront ; de telles posi- 
tions sont appelées substitutions conservatrices, Par ailleurs, 
beaucoup de résidus d'acides aminés différents peuvent être tolé- 
rés en certaines positions, ce qui indique que les besoins fonction- 
nels de cette position ne sont pas vraiment spécifiques. Une telle 
position est qualifiée d'hypervariable. 


a. Le cytochrome c est une protéine bien adaptée 

Pour illustrer ces points, étudions la structure primaire d’une 
protéine d'eucaryote pratiquement universelle, le cytochrome c. 
Le cytochrome € a une seule chaîne polypeptidique de 103 à 104 
résidus chez les vertébrés, mais jusqu’à 8 résidus supplémentaires 
à l'extrémité N-terminale chez les autres groupes. On le trouve 
dans la mitochondrie comme composant de la chaîne de trans- 
port des électrons, un système métabolique complexe qui inter- 
vient dans la phase terminale de l'oxydation des nutriments pour 
produire de l’adénosine triphosphate (ATP) (Section 22-2). Le rôle 
du cytochrome « est de transférer des électrons d'un complexe 
enzymatique appelé cytochrome c réductase à un autre complexe 
appelé cytochrome c oxydase. 


Il est admis que la chaîne de transport des électrons a pris sa 
forme actuelle il y a 1,5 à 2 milliards d'années au moment où les 
organismes développaient la faculté de respirer (Section 1-5C). 
Depuis lors, les composants de ce complexe multienzymatique ont 
très peu changé, comme le prouve le fait que le cytochrome c de 
n'importe quel eucaryote, disons un pigeon, réagira in vitro avec 
la cytochrome c oxydase de n'importe quel autre eucaryote, par 
exemple, du blé. En effet, des cytochromes c hybrides constitués 
de fragments liés par covalence et provenant d'espèces aussi éloi- 
gnées que le cheval et la levure (préparés par génie génétique) 


conservent une activité holociaue. 


informations taxonomiques 

Emanuel Margoliash, Emil Smith, et d’autres, ont élucidé les 
séquences en acides aminés de plus d'une centaine de 
c d'eucaryotes les plus divers, depuis la levure jusqu'à l'homme. 
Les séquences provenant de 38 de ces organismes sont disposées 
dans le Tableau 7-4 de sorte à maximaliser les similitudes entre les l 
résidus alignés verticalement (voir Section 7-4B pour les méthodes | 
d'alignement). Les différents résidus dans ce tableau ont été colo- [ 
riés en fonction de leurs propriétés physiques pour mettre en évi- ’ 
dence le caractère conservé des substitutions d'acides aminés. 
L'examen du Tableau 7-4 montre que le cytochrome c est une pro- 
téine à évolution conservatrice. On trouve un total de 38 résidus 


sur 105 qui sont invariants (23 sur l'ensemble des cytochromes 


b. La comparaison des séquences protéiques donne des 


séquencés) et la plupart des autres résidus sont des substitutions 
conservatrices (rangée du bas dans le Tableau 7-4). Par ailleurs, il 
y a huit positions où l'on trouve six résidus différents ou plus, qui 
sont par conséquent des résidus hypervariables, 
Le rôle biochimique évident de certains résidus permet de com- 
facilement pourquoi ils sont invariants. Par exemple, His 
18 et Met 80 établissent des liaisons avec l'atome de Fe à propriété 
redox du cytochrome c; toute substitution dans ces positions par 
d'autres résidus inactive la protéine. Cependant, la signification 
biochimique de la plupart des résidus invariants et de ceux issus de 
substitutions conservatrices ne peut être comprise qu'en fonction 
de la structure tridimensionnelle de la protéine; on y reviendra 
dans la section 9-6A. Quels enseignements peut-on tirer de la 


TABLEAU 7-5 Matrice des différences en acides aminés pour 
26 cytochromes c d'espèces différentes * 

Nombre 
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* Chaque valeur du tableau indique le nombre de différences en acides aminés 
entre le cytochrome c de l'espèce indiquée à gauche et celui de l'espèce 
figurant sous cette valeur, 
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Simple comparaison des séquences en acides aminés de protéines 
apparentées ? Les conclusions vont en fait assez loin. 

Le moyen le plus facile de comparer les différences évolutives 
entre deux protéines homologues consiste à compter les difré- 
rences en acides aminés entre ces protéines (il serait plus réaliste 
de considérer le nombre minimum de changements de bases subis 
par l'ADN pour passer d'une protéine à l'autre, mais étant donné 
la rareté avec laquelle les mutations sont acceptées, le dénombre- 
. ment des différences en acides aminés donne des informations 
“idéntiques|. Le Tableau 7-5 donne le nombre de différences dans 
les séquences d'acides aminés de 22 cytochromes c parmi ceux 
_ donnés dans le Tableau 7-4, Il est arrangé pour mettre en évidence 
les relations entre groupes d'espèces voisines. L'ordre de ces dif 
 férences est tout à fait en accord avec les données de la taxonomie 


… classique. Ainsi, les cytochromes c de primates ressemblent beau- 


FIGURE 7-21 Arbre phylogénétique du cytochrome c. Cet arbre a été 
dressé par analyse informatique de différences comme celles du 
Tableau 7-5 (voir Section 7-4C). Chaque point de branchement corres- 
pond à un organisme considéré comme ancètre des espèces situées plus 
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coup plus à ceux d'autres mammifères qu'à ceux, par exemple, 
d'insectes (8 à 12 différences avec les mammifères contre 26 à 31 
avec les insectes). De même, les cytochromes c de champignons 
diffèrent autant de ceux de mammifères (45 à 51 différences) ou 
d'insectes (41 à 47) qu'ils diffèrent de ceux de plantes supérieures 
(47 à 54). 

L'analyse par ordinateur de données comme celles du Tableau 
7-5 permet de dresser (par les méthodes exposées dans la Section 7- 
4C) un arbre phylogénétique qui indique les relations ancestrales 
entre les organismes qui produisent ces protéines. L'arbre obtenu 
avec le cytochrome c est représenté dans la Fig. 7-21. Des arbres 
similaires ont été obtenus avec d'autres protéines. Chaque point de 
branchement de l'arbre indique l'existence probable d'un ancêtre 
commun à tous les organismes qui se trouvent au-dessus. Les dis- 
tances évolutives relatives qui séparent deux points de branchement 


Chaque branche indiquent les différences, en unités PAM, entre les cyto- 
chromes c de ces points de branchement ou espèces. [D'après Dayhoff, 
M.O., Park, C.M., et McLaughlin, P.J., in Dayhoff, M.O. (Éd.), Aflas of 
Protein Sequence and Structure, p. 8, National Biomedical Research 


PR 
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voisins sont exprimées en nombre de différences en acides aminés 
pour 100 résidus de la protéine (Pourcentage de Mutations ponc- 
tuelles Acceptées : « Percentage of Accepted point Mutations ou 
unités PAM). Ceci permet de mesurer quantitativement le degré de 
relation entre les différentes espèces, ce que la taxonomie macro- 
scopique ne peut pas faire. Notez que les distances évolutives des 
cytochromes c contemporains depuis le point de branchement le 
plus bas de leur arbre sont sensiblement égales. Bien entendu, les 
cytochromes c des organismes prétendument inférieurs ont évolué 
de la même manière que ceux des organismes supérieurs. 
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c. Les protéines évoluent à des vitesses qui leur sont 

propres 

On peut porter en graphique les valeurs de distance évolutive 
en fonction du temps qui sépare les espèces divergentes d'après les 
datations radioactives des restes fossiles. Pour le cytochrome c, ce 
tracé est pratiquement linéaire, ce qui signifie que le cytochrome c 
a subi des mutations régulièrement tout au long de l'échelle de 
temps géologique (Fig. 7-22), Ceci est également vrai pour les 
trois autres protéines dont les vitesses d'évolution sont montrées à 
la Fig. 7-22. Chacune a sa propre vitesse de modification, appelée 


Piantes/animaux 


Cytochrome c 
{20 millions d'années) 


Histone H4 
(600 millions d'années) 


FIGURE 7-22 Vitesses d'évolution de quatre protéines non apparen- 
tées. Le graphique a été obtenu en portant les différences moyennes, en 
unités PAM, des séquences d'acides aminés des deux côtés d'un point de 
branchement d'un arbre phylogénétique (corrigées pour tenir compte du 
fait qu'il peut y avoir plus d'une mutation à un site donné) en fonction 


correspondantes ont divergé de leur ancêtre commun. Les barres d'erreur 
indiquent la dispersion expérimentale des données de séquence. La 
vitesse d'évolution de chaque protéine, qui est inversement proportion- 
nelle à la pente de sa droite, est indiquée à côté de la droite comme son 
unité de période évolutive. [Copyright Irving Geis.] 


unité de période évolutive, définie comme le temps nécessaire 
pour que la séquence en acides aminés d’une protéine change de 
1% depuis le point de divergence de deux espèces. Pour le cyto- 
chrome c, l'unité de période évolutive est de 20,0 millions d’an- 
nées. Comparez cette valeur à celle de l’histone H4 beaucoup 
moins variante (600 millions d'années) et à celles de l'hémoglo- 
bine (5,8 millions d'années) et des fibrinopeptides (1,1 million 
d'années), protéines beaucoup plus variantes. 


Les données précédentes ne signifient pas que les fréquences 
de mutation dans les ADN qui codent ces protéines sont diffé- 
rentes, mais plutôt que la vitesse à laquelle les mutations sont 
acceptées dans une protéine dépend de l'impact que les change- 
ments d'acides aminés auront sur la fonction de la protéine. Le 
cytochrome c, par exemple, est une petite protéine qui, pour assu- 
rer ses fonctions biologiques, doit interagir avec des complexes 
protéiques de grande taille sur une grande partie de sa surface. Tout 
changement par mutation du cytochrome c affectera très vraisem- 
blablement ces interactions à moins que les complexes ne subis- 
sent des mutations simultanées qui leur permettraient de s’accom- 
moder du changement, éventualité très peu vraisemblable. Ceci 
rend compte de la stabilité évolutive du cytochrome c. L'histone 
H4 est une protéine qui se lie à l'ADN dans les chromosomes des 
eucaryotes (Section 34-1 A), Son rôle essentiel dans le compactage 
du patrimoine génétique la rend tout à fait intolérante à tout chan- 
gement mutationnel. À dire vrai, l'histone H4 est tellement bien 
adaptée à sa fonction que les histones H4 du petit pois et de la 
vache, espèces qui ont divergé il y a 1,2 milliards d'années, ne dif- 
fèrent que par deux substitutions conservatrices sur leurs 102 
acides aminés. L'hémoglobine, comme le cytochrome c, est une 
machine moléculaire complexe (Section 10-2). Cependant, elle 
fonctionne comme une molécule flottante libre, si bien que ses 
groupes de surface sont généralement plus tolérants au change- 
ment que ne le sont ceux du cytochrome c (sauf dans le cas de 
l'HbS ; Section 10-3B). Ceci explique la plus grande vitesse de 
changement de l’hémoglobine. Les fibrinopeptides sont des poly- 
peptides d'environ 20 résidus qui se forment par protéolyse à par- 
tir du fibrinogène, protéine des vertébrés, pour donner la fibrine 
au cours du processus de la coagulation du sang (Section 35-1A). 
Une fois excisés, les fibrinopeptides sont éliminés. Aucune pres- 
sion sélective ne s'exerce donc sur eux pour que soit maintenue 
leur séquence en acides aminés, d'où une vitesse de changement 
élevée. Si l’on admet que les fibrinopeptides se sont modifiés au 
hasard, les unités de période évolutive mentionnées plus haut indi- 
quent que dans le cas de l’hémoglobine, seulement 1,1/5,8 = 1/5 
des changements d'acides aminés faits au hasard ont été acceptés, 
alors que cette valeur est de 1/18 pour le cytochrome c et de 1/550 
pour l’histone H4. 


d. Les vitesses d'apparition des mutations sont constantes 
en fonction du temps 


Les substitutions d'acides aminés dans une protéine sont essen- 
tiellement dues aux changements d'une seule base dans le gène qui 
code la protéine (Section 5-4B). Si de telles mutations ponc- 
tuelles résultent essentiellement d'erreurs lors de la réplication de 
l'ADN, alors la vitesse à laquelle une protéine donnée accumule 
les mutations devrait être constante en fonction du nombre de 
générations. Si, cependant, le processus de mutation est la consé- 
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FIGURE 7-23 Arbre phylogénétique du cytochrome c. Cet arbre 
montre le nombre moyen de différences en acides aminés entre les cyto- 
chromes « de mammifères, d'insectes et de plantes, Les mammifères et 
les insectes ont divergé des plantes à une période aussi lointaine depuis 
leur point de branchement commun, [D'après Dickerson, R.E. et Timko- 
vitch, R., in Boyer, P.D. (Éd), The Enzymes (3rd ed.) Vol. 11. p. 447, 
Academic Press, (1975).] 


d'apparition des mutations devrait être constante avec le temps 
absolu. Afin de choisir entre ces deux hypothèses, comparons les 
vitesses de divergence du cytochrome c chez les insectes et chez 
les mammifères. 

Les insectes se reproduisent plus vite que les mammifères. Par 
conséquent, si la réplication de l'ADN était la cause principale des 
erreurs par mutation depuis l'époque où les lignées insecte et 
mammifère ont divergé, les insectes auraient dû évoluer davantage 
depuis les plantes que ne l'ont fait les mammifères. Toutefois, 
l'arbre phylogénétique de la figure 7-23 montre que le nombre 
moyen de différences en acides aminés entre les cytochromes c 
d'insectes et de plantes (45,2) est pratiquement le même que celui 
entre les mammifères et les plantes (45,0). Nous en concluons que 
le cytochrome c a accumulé les mutations à vitesse constante en 
fonction du temps plutôt qu'en fonction du nombre de générations. 
Ceci implique que les mutations ponctuelles dans l'ADN s'accu- 
mulent à une vitesse constante en fonction du temps, c'est-à-dire 
sous l'effet de modifications chimiques aléatoires, plutôt qu'à la 
suite d'erreurs lors du processus de réplication. 


e. Les comparaisons de séquence renseignent sur l'époque 

d'apparition des grands règnes du Vivant 

Pour savoir quand deux espèces se sont individualisées à partir 
d’un ancètre commun, on se base sur les fossiles datés par leur 
radioactivité. Cependant, les traces fossiles des formes de vie 
macroscopiques ne remontent qu'à -600 millions d'années (appa- 
rition des pluricellulaires) et les comparaisons phylogénétiques des 
microfossiles (unicellulaires) fondées sur la morphologie ne sont 
pas fiables. Les époques proposées pour la divergence des grandes 
branches du Vivant (animaux, plantes, champignons, protozoaires, 
eubactéries et archébactéries ; Figs. 1-4 et 1-11) et basées princi- 
palement sur une comparaison de caractéristiques communes 
n'étaient donc que très approximatives. 

Le foisonnement de séquences protéiques dans les bases de 
données (Section 7-4A) permit à Russell Doolittle de comparer les 
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les groupes en question (531 séquences pour 57 enzymes diffé- 
rentes). Son analyse plaide pour l'existence d'une horloge molé- 
culaire qui donne avec une bonne précision l’époque de diver- 
gence de ces groupes. En supposant que des séquences 
homologues divergent à une vitesse uniforme, cette horloge fut 
calibrée sur base des séquences de vertébrés pour lesquels le relevé 
fossile donne une époque d'origine qui soit fiable. D'après les 
résultats de cette étude, le dernier ancêtre commun des animaux, 
des plantes et des champignons remonte à -1 milliard d'années, les 
plantes s'étant distinguées des animaux peu de temps avant les 
champignons; les protozoaires se sont séparés des autres euca- 
ryotes il y a 1,2 milliard d'années ; le dernier ancêtre commun des 
eucaryotes et des archébactéries vivait il y a -1,8 milliard d'années 
et celui des eucaryotes et des bactéries un peu plus de 2 milliards 
d'années ; enfin, que les bactéries Gram positif et Gram négatif se 
séparèrent il y a -1,4 milliard d'années. 


f. L'évolution des protéines ne constitue pas la base de 

l’évolution des organismes 

Malgré la concordance étroite qui existe entre les arbres phy- 
logénétiques établis à partir de similitudes de séquences et les ana- 
lyses taxonomiques classiques, il semble bien que l'évolution des 
séquences protéiques ne constitue pas le seul, ni même le princi- 
pal fondement de l'évolution des organismes. Il y a, par exemple, 
plus de 99 % d'identité de séquence entre les protéines correspon- 
dantes de l'homme et de nos parents les plus proches, les chim- 
panzés (leurs cytochromes « sont identiques). C'est le taux de 
similitude que l’on observe parmi des espèces voisines de mouches 
et de mammifères. Cependant, les différences anatomiques et com- 
portementales entre l'homme et le chimpanzé sont si grandes 
qu'ils ont été classés dans des familles différentes, Ceci suggère 
que la divergence rapide entre l'homme et le chimpanzé est due à 
un nombre relativement restreint de modifications dans les seg- 
ments de l'ADN qui contrôlent l'expression génique, c'est-à-dire, 
la quantité, le lieu et le moment de la synthèse de chaque protéine. 
De telles mutations ne changent pas les séquences protéiques mais 
peuvent avoir des répercussions importantes pour l'organisme, 


C. Évolution par duplication de gènes 


La plupart des protéines ont des similitudes de séquences très 
importantes avec d’autres protéines d'un même organisme. De 
telles protéines se sont formées par duplication de gène, résultat 
très probable d’une recombinaison génétique aberrante où un seul 
chromosome a acquis deux copies du gène initial en question (le 
mécanisme de la recombinaison génétique sera étudié dans la sec- 
tion 30-6A). La duplication de gène est un moyen d'évolution par- 
ticulièrement efficace car l'un des gènes dupliqués peut évoluer 
vers une nouvelle fonction par sélection naturelle tandis que son 
homologue continue à diriger la synthèse d'une protéine ances- 
trale indispensable. 

Les protéines de la famille globine, où l'on trouve l'hémoglo- 
bine et la myoglobine, offrent un très bon exemple d'évolution par 
duplication de gène. L'hémoglobine transporte l'oxygène des pou- 
mons (ou des branchies ou de la peau) aux tissus, La myoglobine, 
qui se trouve dans les muscles, facilite la diffusion rapide de l'oxy- 
gène dans ces tissus et fonctionne aussi comme protéine de stoc- 
Lave de l’'oxvoène [pe cénuenrec dec enue.unitéce 1 et À de l'hé. 


moglobine (pour rappel, l'hémoglobine est un tétramère &f,) et 
de la myoglobine sont très semblables. 

L'arbre phylogénétique de la famille globine indique que ses 
membres, dans l'espèce humaine, sont apparus au cours des évé- 
nements suivants (Fig. 7-24): 

1. La globine ancestrale fonctionnait sans doute simplement 
comme une protéine de stockage de l'oxygène. De fait, les glo- 
bines de certains invertébrés contemporains assurent toujours cette 
fonction. Par exemple si l’on traite une planorbe (proche de l'es- 
cargot) avec du CO (qui, en se liant aux globines, les empêche de 
fixer l'oxygène ; Section 10-1A) le comportement de cet animal 
dans une eau bien aérée n'est pas affecté, mais si la concentration 
en oxygène diminue, la planorbe ainsi empoisonnée devient encore 
plus lente qu'une planorbe normale. 

2. La duplication du gène ancestral de la globine, il y a envi- 
ron 1,1 milliard d'années, a permis aux deux gènes résultant d'évo- 
luer séparément si bien que, en vertu d'une succession de muta- 
tions ponctuelles, une hémoglobine monomérique est apparue qui 
avait une affinité pour l'oxygène suffisamment faible pour pouvoir 
transférer l'oxygène à la myoglobine. On trouve encore une telle 
hémoglobine monomérique dans le sang de la lamproie, vertébré 
primitif qui, selon les données paléontologiques, a conservé sa 
morphologie proche de l'anguille depuis plus de 425 millions 
d'années. 

3. Le caractère tétramérique de l’hémoglobine est une particu- 
larité structurale qui a fortement amélioré sa capacité à transporter 
l'oxygène avec efficacité (Section 10-2C). Cet avantage adaptatif 
a donné naissance à la chaîne $ par duplication de la chaîne ot. 

4. Chez le fœtus des mammifères, l'oxygène est apporté par le 
sang maternel. L'hémoglobine foetale, un tétramère y, dans 
lequel la chaîne y est une variante de la chaîne B dont le gène s'est 
dupliqué, a une affinité pour l'oxygène intermédiaire entre celle de 
l'hémoglobine normale adulte et celle de la myoglobine. 


5. Les embryons humains, durant les huit semaines qui suivent 
la conception, synthétisent une hémoglobine Le, dont les chaînes 
& et € sont respectivement des variantes des chaînes & et f après 
duplication de leurs gènes. 

6. Chez les primates, la chaîne B a subi une duplication relati- 
vement récente pour donner une chaîne 6. L'hémoglobine 
que l’on trouve en quantité mineure dans l’hémoglobine d'adultes 
normaux (environ 1 %) n’a pas de fonction spéciale connue. Il se 
peut qu'elle en acquière une (cependant, le génome humain 
contient des restes de gènes de globine qui ne sont plus exprimés ; 
Section 34-2F). 

Les protéines homologues appartenant à un même organisme, 
et les gènes qui les codent, sont dits paralogues (du grec para, le 
long de). Les protéines et gènes homologues d'organismes diffé- 
rents et issus de la divergence des espèces (les différents cyto- 
chromes c, par exemple) sont dits orthologues (du grec ortho, 
droit). Ainsi, les globines & et B et la myoglobine sont des para- 
logues, alors que les globines & des différentes espèces sont des 
orthologues. 

Notre présentation de la famille globine implique que l'évolu- 
tion des protéines par duplication de gène a conduit à des protéines 
aux propriétés structurales et fonctionnelles similaires. Un autre 
exemple bien connu de ce phénomène a permis la formation d'une 
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trypsine, et l'élastuse, Ces enzymes de la digestion paralogues, qui 
sont sécrétées par le pancréas dans le duodénum, ont des proprié- 
16s très semblables, leur différence étant liée essentiellement à leur 
spécificité de chaîne latérale (Tableau 7-2). Nous verrons dans la 
Section 15-3B comment ces différences s'expliquent en fonction 
de la structure, Prises individuellement, ces trois enzymes ne 
dégradent une protéine qu'incomplètement, mais ensemble elles 
constituent un système protéolytique puissant. 

Comme nous l'avons déjà dit et comme nous le verrons en 
détail dans la Section 9-1, la structure tridimensionnelle d'une 
protéine, et donc sa fonction, sont dictées par sa structure pri- 
maire. La plupart des protéines qui ont été séquencées ont plus ou 
moins de similitudes avec d'autres protéines connues, En réalité, 
de nombreuses protéines sont des mosaïques de motifs de séquence 
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que l'on retrouve dans d'autres protéines. I est donc vraisem- 
blable que la plupart des milliers de protéines propres à tout orga- 
nisme sont apparues par duplication de gène. Ceci conduit à pen- 
ser que l'apparition d'une protéine dotée d'une séquence et d'une 
fonction nouvelles est un événement extrêmement rare en biolo- 
gie — qui n'a peut-être pas eu lieu depuis les premières étapes de 
la vie sur Terre. 


4 B INTRODUCTION À LA 
BIOINFORMATIQUE 


La profusion des séquences et des données structurales au cours 
des dernières décennies a donné naissance à la bioinformatique, 


Famille de l'hémoglobine f 


Famille de l'hémoglobine & 


Singe rhésus 


Homme 
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FIGURE 7:24 Arbre phylogénétique de La famille globine. Les points de branchement entourés d'un cercle 
représentent des duplications de gène et les points de branchement non marqués correspondent à des diver- 
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située au carrefour de la biotechnologie et de la science des ordi- 
nateurs. C'est grâce aux outils informatiques mis au point par les 
spécialistes de cette nouvelle discipline que l'on peut exploiter la 
mine des données biologiques, et cette recherche a déjà fourni des 
résultats surprenants. 

Comme vu dans la section précédente, l'alignement des 
séquences de protéines homologues donne de précieux indices sur 
les résidus essentiels pour la fonction de ces protéines et sur leurs 
relations évolutives. Les protéines étant codées par des acides 
nucléiques, on peut tirer la même information de l'alignement de 
séquences homologues d'ADN ou d'ARN. De plus, c'est en ali- 
gnant des séquences d'ADN que l'on peut reconstituer celle des 
chromosomes à partir d'un grand nombre de segments séquencés 
(Section 7-2B). 

Si les séquences de deux protéines ou acides nucléiques sont 
très semblables on peut les aligner à l'œil. C'est ainsi qu'on a pro- 
cédé pour les séquences des cytochromes c du Tableau 7-4, Mais 
comment faire quand ce n'est pas le cas ? C'est en recourant à l'or- 
dinateur, comme nous l'expliquons ci-dessous après une brève 
introduction sur les banques de données accessibles à tous. Il sera 
essentiellement question d’alignements peptidiques. Nous termi- 
nerons par un court exposé sur la construction des arbres phylogé- 
nétiques. L'analyse des structures par bioinformatique sera étudiée 
dans les Chapitres 9 et 10. 


A. Bases de données sur les séquences 


La possibilité de séquencer facilement des protéines et des acides 
nucléiques a accéléré le rythme de ces déterminations au point 
qu'il n'est plus réaliste, compte tenu de leur nombre et de leur 
longueur (en particulier celle des génomes), de les publier dans 
des périodiques scientifiques comme c'était le cas au début. De 
plus, il est infiniment plus pratique d'y avoir accès par ordina- 
teur, C'est pourquoi les chercheurs confient directement par 
Internet leurs séquences à des bases (on dit aussi banques) de 
données dont la plupart sont mises à jour quotidiennement. Les 
sites Web [Uniform Resource Locators: URL] des principales 
bases de données sur les séquences de protéines et d'ADN sont 
mentionées dans le Tableau 7-6. Pour les URL de bases de don- 
néespécialisées (organismes ou organelles particuliers), on 
consultera «Amos WWW Links»  (http://www.expasy.ch/ 
alinks.html). Ce dernier site Web donne également des 
connexions avec nombre d'autres bases de données biochimiques 
et avec des logiciels d'analyse biomoléculaire, des références 
bibliographiques, des exercices dirigés et d'autres sites d'intérêt 
biomédical. Ces sites évoluent d'ailleurs plus rapidement que les 
organismes, les uns disparaissant sans préavis, d'autres apparais- 
sant quasi tous les jours. 

En guise d'exemple, examinons la base annotée de séquences 
de protéines appelée SWISS-PROT. Une séquence déposée dans 
cette base commence par sa carte d'identité (code ID) sous la 
forme X_Y où X (jusqu'à 4 caractères) est une abréviation mné- 
motechnique du nom de la protéine (par exemple CYC pour cyto- 
chrome c et HBA pour la chaîne & de l'hémoglobine) et Y (jusqu'à 
5 caractères) un code permettant d'identifier l'origine biologique 
de la protéine et comportant d'habitude les trois premières lettres 
du genre et les deux premières de l'espèce [par exemple CANFA 
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TABLEAU 7-6 Adresses Web des principales banques de 
données sur les séquences de protéines et d'ADN 


Banques de données contenant des séquences de protéines 


ExPASy Molecular Biology Server (SWISS-PROT): 
hup://expasy.ch/ 


Protein Information Resource (PIR): 
hup://pir.georgetown.edu/ 

Protein Research Foundation (PRF): 
http//www.prf.or.jp/en/ 


Banques de données contenant des séquences de gènes 


GenBank: 
http://www.nebi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html 


European Bioinformatics Institute (EBI): 
http://srs.ebi.ac.uk/ 


DBGET/LinkDB Integrated Database Retrieval System: 
http://www.genome.ad.jp/dbget/ 


les plus communs, cependant, Y est un code autoexplicatif (ex : 
BOVIN ou ECOLI). Suit un numéro d'accès tel que P04567, assi- 
gné par la base de données, et qui restera associé à la séquence, 
d'une mise à jour à la suivante, même si le code ID doit être 
changé. L'enregistrement contient ensuite ses dates d'introduction 
dans SWISS-PROT et de dernière modification et d'annotation, 
une liste de références (en connexion avec MedLine), une descrip- 
tion de la protéine, et ses connexions avec d'autres banques de 
données, Un tableau des caractéristiques donne les régions ou sites 
d'intérêt de la protéine (ponts disulfure, modifications post-tra- 
ductionnelles, structures secondaires locales, sites de liaison) et 
d'éventuelles discordances entre certaines références. L'enregistre- 
ment se termine par le nombre de résidus du peptide, son poids 
moléculaire et sa séquence en code à une lettre (Tableau 4-1). La 
présentation des autres bases de données sur les séquences est 
similaire. 


B. Alignements de séquences 


On peut quantifier la ressemblance des séquences de deux poly- 
peptides ou ADN en déterminant le nombre de leurs résidus iden- 
tiques qui se correspondent après alignement des séquences. Par 
exemple, les cytochromes « humain et canin, qui diffèrent pour 
11 résidus sur 104 (Tableau 7-5), sont identiques à 89% [(104 — 
11)/104 x 100]; les cytochromes c humain et de levure sont iden- 
tiques à 57 % [(104 — 45)/104 x 100]. D'après le Tableau 4, le 
cytochrome « de levure possède du côté N-terminal 5 résidus 
absents du cytochrome € humain, mais il lui manque le résidu 
C-terminal de la protéine humaine. Par convention, c'est la lon- 
gueur de la séquence la plus courte qui est portée au dénominateur 
pour déterminer le pourcentage d'identité. On peut de même cal- 
culer le pourcentage de similitude de deux peptides, une fois défi- 
nis les résidus d'acides aminés que l'on considère comme sem- 
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a. Le diagnostic d’homologie de séquences n’est pas 

toujours facile 

Pour comprendre l'évolution des protéines, examinons un 
modèle simple. Soit une protéine de 100 résidus où toutes les 
mutations ponctuelles surviennent à vitesse constante et sont 
acceptées avec la même probabilité, Ainsi, à une distance évo- 
lutive d’une unité PAM (Section 7-3B), la protéine originale et 
celles qui en dérivent sont identiques à 99%. À une distance de 
deux unités PAM, elle sont identiques à (0,99)? x 100 = 98 %, 
et de 50 unités PAM, identiques à (0.99)% = 61 % (et non 50 % 
comme on pourrait l’imaginer). En effet, la mutation est un phé- 
nomène stochastique (qui survient au hasard selon la loi des pro- 
babilités): à chaque étape de l'évolution, chaque résidu a une 
chance égale de subir la mutation. Certains résidus peuvent donc 
être modifiés deux fois ou plus avant même que d'autres ne 
subissent un seul changement. Il s'en suit qu'un graphique du 
pourcentage d'identité en fonction de la distance évolutive 
(Fig. 7-25a) est une courbe exponentielle qui approche zéro sans 
jamais l'atteindre. Même à de très grandes distances évolutives, 
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FIGURE 7-25 Vitesse de changements dans les séquences des pro- 
téines au cours de leur évolution. (a) Cas d'une protéine évoluant au 
hasard et qui comporte au départ 5 % de chacun des 20 résidus 
d'acides aminés « standard ». (b) Cas d'une protéine de composition 
moyenne en acides aminés et qui évolue comme on l'observe dans la 
nature, certains changements de résidus étant plus susceptibles d'être 
acceptés que d'autres, en plus d'insertions et de délétions occasion- 
nelles. [Partie b d'après Doolittle, R.F.. Methods Enzymol. 183, 103 
(1990).1 
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la protéine originale et celles qui en dérivent présentent toujours 
des identités de séquence, 

L'évolution des protéines naturelles est plus complexe que 
celle prédite par notre exemple simple. Une des raisons en est que 
certains acides aminés sont plus susceptibles que d'autres de don- 
ner des mutations acceptées ; une autre raison, que la distribution 
des acides aminés dans les protéines n'est pas uniforme (en 
moyenne, 9,5 % des résidus des protéines sont des Leu, mais 1,2 % 
seulement sont des Trp; Tableau 4-1). En conséquence, les pro- 
téines naturelles évoluent encore plus lentement que celle de notre 
modèle (Fig. 7-25b). 

À quel point du processus évolutif l'homologie n'est-elle plus 
identifiable? Si deux polypeptides de même longueur et de 
séquence aléatoire avaient la même composition, soit 5 % de cha- 
cun des 20 acides aminés, ils devraient avoir en moyenne 5 % 
d'identité. Cette valeur est cependant affectée par le caractère aléa- 
toire des mutations. Les calculs statistiques montrent qu'il y a 
95 % de chances que l'identité soit comprise entre 0 et 10% pour 
des peptides de 100 résidus. Cependant, comme nous l'avons vu 
pour les cytochromes c, des peptides homologues peuvent avoir 
des longueurs différentes, en raison de la perte ou de l'acquisition 
de résidus aux extrémités. Si nous décalons de 1 à 5 résidus l’ali- 
gnement de nos deux peptides aléatoires constitués de 100 résidus, 
l'identité moyenne attendue pour le meilleur alignement monte à 
8%, la valeur étant comprise entre 4 et 12% pour 95% des ali- 
gnements. Une valeur sur 20 s'écartera donc de ces moyennes 
(> 12% ou < 4 %) et une paire sur 40 donnera plus de 12 % d'iden- 
tité. 

Mais il y a plus. Les mutations peuvent provoquer l'insertion 
ou la délétion d’un résidu ou plus, ce qui peut créer des inter- 
ruptions dans une des séquences par rapport à l'autre. Si l'on 
accepte un nombre illimité de tels intervalles, on pourra toujours 
trouver un alignement qui donne une correspondance parfaite 
entre deux chaînes. C'est le cas, par exemple, pour les deux pep- 
tides de 15 résidus ci-dessous qui ne partagent en fait qu'un 
résidu identique (Y ; code à une lettre, Tableau 4-1) à la même 
position. 


SQMCILFKAQ GH 
MFYACRLPMGA L 


“T ILBKA GH 
-E---1---- 1 ACRLPMGAHYWL 


Il est donc exclu d'admettre un nombre illimité d’intervalles pour 
favoriser l'assortiment de deux peptides, sans toutefois les inter- 
dire, puisque des insertions et des délétions (collectivement appe- 
lées indels) peuvent effectivement survenir. Chaque intervalle 
toléré dans la séquence devra alors être pénalisé dans l'algo- 
rithme d'alignement, de sorte à équilibrer la recherche du 
meilleur alignement entre peptides apparentés et le rejet des ali- 
gnements inappropriés. Cependant, en procédant de la sorte (les 
méthodes sont décrites ci-dessous), des protéines non apparen- 
tées pourront présenter des identités de séquence allant de 15 à 
25 %, valeurs que l'on peut trouver pour des protéines réelle- 


194 


ment apparentées. Ceci explique la zone d’ombre dans la 
Fig. 7-25b, On doit recourir à des algorithmes d'alignement 
sophistiqués pour pouvoir faire, dans cette zone, la distinction 
entre protéines homologues ou non. 


b. Alignement de séquences par matrices de points 


Comment aligner les séquences de deux polypeptides (aligne- 
ment par paire)? La méthode la plus simple est celle de la 
matrice de points (graphique de points ou graphique en diago- 
nale). Il suffit d'écrire horizontalement la séquence d’un des pep- 
tides, et verticalement la séquence de l’autre, et d'inscrire un point 
dans la matrice en regard des résidus identiques. Un tel graphique 
pour un peptide confronté à lui même donne une matrice carrée 
présentant une rangée de points en diagonale et une nuée de points 
où les identités sont le fruit du hasard. Si les peptides sont très 
semblables, il manque peu de points sur la diagonale (comme à la 
Fig. 7-26a), tandis qu'il en manque beaucoup pour les peptides de 
parenté lointaine et qu’alors la diagonale est décalée pour chaque 
intervalle dans un peptide par rapport à l'autre (Fig. 7-26b). Une 
fois l'alignement réalisé, encore faut-il le coter pour déterminer 
dans quelle mesure il reflète la réalité. Une manière simple et effi- 
cace de calculer une tel indice d’alignement («Alignment 
Score » : AS) est d'ajouter 10 pour chaque identité, sauf pour celles 
de Cys, qui compte pour 20 (les résidus Cys exercent souvent une 
fonction indispensable), et de soustraire 25 pour chaque intervalle. 
On peut ensuite calculer un indice d'alignement normalisé 
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FIGURE 7-26 Alignements de séquences par matrices de points, Ali- 
gnements par graphiques de points (a) du cytochrome c humain 

(104 résidus) avec le cytochrome « de thon (103 résidus) et (b) du cyto- 
chrome € humain avec le cytochrome c, de Rhodospirillum rubrum (cyto- 
chrome bactérien de type c comportant 112 résidus). Les extrémités 
N-terminales de ces peptides sont en haut à gauche des graphiques, Les 
deux protéines de la Partie a partagent #2 identités. celles de la Partie b. 
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(NAS) en divisant l'AS par le nombre de résidus du plus court des 
deux peptides et multipliant par 100, Ainsi, l'alignement de la 
chaîne a de l’hémoglobine humaine (141 résidus) et de la myo- 
globine humaine (153 résidus ; Fig. 7-27) donne un AS de 37 x 10 
+1 xX20- 1 x 25 = 365 et un NAS de (365/141) x 100 = 259. 
D'après l'analyse statistique, cet NAS indique une homologie. Un 
appariement parfait donnerait un NAS de 1000 en absence de Cys 
ou d'intervalle. Les valeurs acceptables pour la NAS diminuent 
avec la longueur du peptide car la proportion de correspondances 
sera d'autant plus grande que les peptides sont courts (2 corres- 
pondances surviendront plus fréquemment au hasard pour 10 rési- 
dus que 20 pour 100 résidus, bien que le NAS soit de 200 dans les 
deux cas). 


c. Les alignements devraient être pondérés en fonction de 
la probabilité de la substitution des résidus 


Les méthodes ci-dessus peuvent être appliquées « à la main », 
en particulier quand l'alignement est évident. Mais comment faire 
pour aligner une nouvelle séquence sur un grand nombre de poly- 
peptides (en fait chaque nouvelle séquence est alignée sur toutes 
les séquences connues) ? De plus, les alignements ne sont pas évi- 
dent dans la zone d'ombre (Fig. 7-25b). Il faut donc recourir à des 
analyses statistiques par ordinateur pour faire la distinction, avec 
un maximum de sensibilité, entre les relations évolutives distantes 
et les similitudes qui sont le fruit du hasard. 


(b) Cytochrome c, de Rhodospirillum rubrum 
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40 idemités. Dans la Partie b on voit mieux la diagonale si l'on observe 
le graphique dans le plan du papier à partir du coin inférieur droit. À 
noter que cette diagonale présente deux déplacements horizontaux, un 
près du centre, un autre près de l'extrémité C-terminale. Ceci traduit la 
présence d'inserts dans la protéine de Rhodospirillum par rapport à la 
protéine humaine. [D'après Gibbs, A.J, et Mcintyre, G.A., Eur. J. Bio- 
chem. 16.2 (1970) 1 
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FIGURE 7-27 Alignement optimal de la myoglobine humaine (Mb, 
153 résidus) avec la chaine à de l'hémoglobine humaine (Hba, 
141 résidus). Les résidus identiques sont encadrés et les intervalles sont 
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FIGURE 7-28 Evaluation du degré de confiance des indices d’aligne- 
ment normalisés (NAS) pour comparer des séquences peptidiques. 
Noter comment la validité des NAS varie avec la longueur du peptide. 
La croix indique la position de l'alignement de la Mb avec la Hba 

Œig 7-27). [D'après Doolittle, R.F,, Methods Enzymol. 183, 102 (1990).] 


On peut donner à une matrice de points une forme mathéma- 
tique en remplaçant chaque point (identité de deux résidus) par 1 
et chaque absence de correspondance par 0. Ici, la matrice d'un 
peptide avec lui-même donne une matrice diagonale carrée (tous 
les 1 sur la diagonale et quelques 1 en dehors de celle-ci), et celle 
de deux peptides étroitement apparentés donne plusieurs diago- 
nales avec des zéros. Ce système est cependant très rigide : il ne 
fait pas la différence entre les substitutions conservatrices et celles 
qui sont hypervariables. Or, certaines substitutions sont plus faci- 
lement acceptées que d'autres. Quelles sont ces substitutions favo- 
risées ? Comment les quantifier ? Comment cette information peut- 
elle conforter notre diagnostic de la parenté lointaine de deux 
peptides ? 

Une manière de pondérer (d’une quantité qui augmente avec la 
probabilité) un changement de résidu est de se fonder sur le code 


es JDN NPA à AN PS 


EM lon non anmmante À LÉ, 1 0 


indiqués par des tirets. [D'après Doolittle, RE, Of URFs and ORF5, Uni- 
versity Science Books (1986).] 


que le changement d'une seule base [par exemple Leu (CUX) — 
Pro (CCX)] seront plus fréquents (et seront affectés d'un plus 
grand indice de pondération) que ceux qui exigent deux change- 
ments de bases [par exemple Leu (CUX) — Thr (ACX)], lesquels 
seront plus pondérés que ceux qui exigent trois changements de 
bases [par exemple His (CAU/C) — Trp (UGG)]. Bien sûr, l'in- 
dice de pondération le plus grand serait affecté à l'événement le 
plus probable, à savoir l'absence de changement. Cependant, cette 
approche permet de pondérer la probabilité d'une mutation, mais 
pas celle d'être acceptée (ce qui dépend de la sélection darwi- 
nienne). En réalité, plus de la moitié des résidus changés par la 
mutation d'une seule base le sont en résidus aux propriétés phy- 
siques différentes, lesquels sont donc moins acceptables. 


Une pondération plus réaliste serait d'affecter d'une plus 
grande probabilité le remplacement d’un résidu par un autre qui lui 
soit physiquement similaire, En effet, une mutation Lys — Arg a 
de plus grandes chances d'être acceptée que, disons, Lys — Phe. 
Le problème est de trouver une base théorique à une telle formu- 
lation, car on ne voit pas bien comment évaluer les propriétés 
qu'on doit attendre des différents résidus pour l'exercice de leurs 
nombreuses fonctions dans d'innombrables protéines. 


d. Les matrices de substitution d'unités PAM sont fondées 
sur les vitesses d'évolution des protéines effectivement 
observées 
Une méthode expérimentale pour déterminer la probabilité 

avec laquelle les différents changements de résidus sont acceptés 

est de les pondérer selon la fréquence observée en fait au cours de 
l'évolution des protéines. C'est ce que fit Margaret Dayhoff en 
comparant les séquences d'un grand nombre de protéines étroite- 
ment apparentées. Le pourcentage d'identité de ces protéines était 
suffisant (> 85 %) pour assurer leur alignement correct et pour que 
le remplacement d'un résidu ne donne pas des paires différentes 
dans les différentes protéines. Elle détermina la fréquence relative 
des 20 x 19/2 = 190 possibilités de changement (on divise par deux 

car les changements A — B sont aussi probables que B —> A). À 

partir de telles données, on peut construire une matrice carrée 

symétrique, dont les éléments M, (20 dans chaque sens) donnent 

la probabilité que, dans une séquence apparentée, l'acide aminé i 

remplacera l'acide aminé j après un intervalle évolutif déterminé — 

habituellement une unité PAM. À partir de cette matrice PAM-1, 
on peut construire une matrice de probabilité de mutations pour 
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tipliant N fois la matrice par elle-même ([M}"), ce qui donne une 
matrice PAM-N. Dans ce cas, un élément de la matrice des cotes 
de parenté (« relatedness odds matrix »), À, est: 


R= Ml (73] 


où M,est ici un élément de la matrice PAM-N et f.est la probabi- 
lité que l'acide aminé à surviendra par hasard dans la seconde 
séquence. Rest la probabilité que l'acide aminé i remplacera 
l'acide aminé j (ou vice-versa) par occurrence de i par occurrence 
de j. Lorsqu'on compare deux polypeptides, résidu par résidu, les 
R,; pour chaque position sont multipliés afin d'obtenir les cotes de 
parenté pour l'ensemble du polypeptide. Par exemple, quand 
l'hexapeptide A-B-C-D-E-F évolue pour donner l'hexapeptide 
P-Q-R-S-T-U, 


cotes de parenté = Rp X Ryg X Reg X Ros 
X Rer X Rev [74] 


Un calcul plus facile est de prendre le logarithme de chaque R,. ce 
qui donne la matrice de substitution du logarithme des cotes 
(log odds substitution matrix), Dans ce cas, il suffit d'additionner, 
plutôt que de multiplier, les éléments de cette matrice pour obtenir 
le logarithme des cotes (log odds). Ainsi, pour notre paire 
d'hexapeptides : 


logarithme des cotes = log RP + log Ro + log Rep + 108 Ros 
+ log Re + log Roy [7.5] 


Puisque c'est le logarithme des cotes de la paire de peptides que 
l'on veut optimiser pour obtenir leur meilleur alignement, ce sont 
ces valeurs que nous utiliserons comme indices d'alignement. 

Le Tableau 7-7 donne la matrice PAM-250 de substitution du 
logarithme des cotes, dans laquelle tous les éléments ont été mul- 


TABLEAU 7-7 Matrice de substitution du logarithme des cotes 
PAM-250 


1 0-1 0 0 
0 0-1 0 1! 


Source : Dayhoff, M.O. (Ed), Aras of Protein Segence and Structure, Vol. 5, 
Supplement 3, » 252, Nanonal Biomedical Research Foundation (1978). 


tipliés par 10 pour la rendre plus lisible (on ne fait qu'ajouter un 
facteur d'échelle). Chaque élément sur une diagonale de la matrice 
donne la « mutabilité » de l'acide aminé correspondant, les autres 
éléments donnant leurs probabilités d'échange, Un indice neutre 
(fruit du hasard) est O, tandis qu’une paire d'acides aminés avec un 
indice de —3 ne s'échange qu'avec 10-10 = 0,50 de la fréquence 
attendue du hasard, Dans cette matrice de substitution les résidus 
d'acide aminé les plus susceptibles de se remplacer l’un l'autre 
(les paires qui ont les valeurs de log R; les plus élevées) dans des 
protéines apparentées sont regroupés. Notez que ce regroupement 
correspond assez bien à ce qu'on attendrait de leurs propriétés 
physiques. 

Dans le Tableau 7-7 les identités (pas de remplacement) ten- 
dent à avoir les valeurs les plus élevées. Trp et Cys (valeurs de 17 
et 12 sur la diagonale) sont les résidus les moins susceptibles 
d'être remplacés, alors que Ser, Ala et Asn (valeur de 2) sont les 
plus facilement mutés. La paire de résidus la moins échangeable 
est Cys et Trp (-8), alors que celle la plus échangeable est Tyr et 
Phe (7), bien que ces derniers soient les moins susceptibles 
d'échange avec d'autres résidus (valeurs pour la plupart négatives). 
De même, les résidus chargés et polaires ont très peu de chance de 
s'échanger avec des résidus non polaires (valeurs à peu près tou- 
jours négatives). 

La fiabilité d’alignement de séquences connues pour l’éloigne- 
ment de leur parenté évolutive a été évaluée sur base de leurs 
valeurs PAM (N). La matrice PAM-250 de substitution du loga- 
rithme des cotes a tendance a donner les meilleurs alignements, à 
savoir les indices d'alignement les plus élevés par rapport à ceux 
obtenus avec des matrices de substitution fondées sur des valeurs 
PAM plus grandes ou plus petites. Notez que, d'après la 
Fig. 7-25b, à 250 PAM, 80 % des résidus du polypeptide de départ 
ont été remplacés. 


e. Alignement de séquences avec l'algorithme Needleman- 

Wunsch 

L'utilisation d'une matrice de substitution du logarithme des 
cotes pour trouver un alignement est évidente, mais laborieuse. 
Pour comparer deux séquences, plutôt que de construire une 
matrice avec des 1 pour toutes les positions qui correspondent, on 
introduit la valeur appropriée à chaque position dans la matrice de 
substitution du logarithme des cotes, Cette matrice donne ainsi 
toutes les paires de combinaisons possibles pour les deux 
séquences. Dans la Fig. 7-29a, nous utilisons la matrice PAM-250 
du logarithme des cotes avec, horizontalement, un peptide de 10 
résidus et, verticalement, un peptide de 11 résidus. L'alignement 
de ces deux peptides doit donc faire apparaître au moins un inter- 
valle ou un débordement, si un alignement est possible. 

On doit à Saul Needleman et Christian Wunsch un algorithme 
permettant le meilleur alignement de deux peptides (celui qui 
donne la valeur la plus élevée pour le logarithme des cotes). On 
commence au coin inférieur droit (extrémités C-terminales) de la 
matrice, à la position (M, N) (où M = 11 et N = 10 dans la 
Fig. 7-29a) et on ajoute sa valeur (ici 2) à la valeur de la posi- 
tion (M — 1, N — 1) [ici 12, de sorte que la valeur de la posi- 
tion (M -1, N — 1), c'est-à-dire (10, 9), devienne 14 dans la 
matrice transformée]. En poursuivant par itération, on ajoute à la 
valeur de l'élément en position (1, j) la valeur maximum des élé- 
ments (2 1+1Loùn=i+1i+7. Met ceux de (i + 


(a) Matrice de comparaison 

VE DQKLSK CN 

4 -2 -2 -2 -2 2 -1 -2 -2 -2 
4 3 2 0-3 0 0-6 1 
12 1. 1 e3 7 LI +4. 2 
0 0 1 5-8 0 6 -5 1 
2 -3 -4 -2 -3 6 -3 -3 -6 -3 
1 0-2 1 0-2 0 
1 —1 1 
ml =. 00-810 0-8. 0 
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(b) Transformation de la matrice selon 
l'alignement Needleman-Wunsch 


Nu D'OQLE LS. KO N 


V 4-2 -2 -2 -2 2 -1 -2 -2 -2 
E -2 4 8 2 0-3 0 0-85 1 
N-2 1 2 1 1-3 1 1-4 2 
K-2 0 0 1 5-3 0 5-5 1 
L 
v y 
R 
P 
K 
c 
D 


FIGURE 7-29 Comment utiliser l'algorithme de Needleman-Wunsch 
pour aligner un peptide de 10 résidus (horicontalement) avec un pep- 
tide de 11 résidus (verticalement). (a) Matrice de comparaison, dont les 
éléments sont les valeurs correspondantes dans la matrice de substitution 
du logarithme des cotes PAM-250 (Tableau 7-7). (b) Transformation de 
Needleman-Wunsch après plusieurs étapes, en partant d'en bas à droite. 
Les valeurs en rouge ont déjà été transformées. L'indice de Needleman- 
Wunsch pour l'alignement T-K (petit encadré) est la somme de sa valeur 


1, g), où qg = j + 1, j + 2, ... N. La Fig. 7-29b montre ce pro- 
cessus à un stade intermédiaire avec la valeur originale de la 
position (6, 5) dans un petit encadré et les valeurs transformées 
des positions (p, 6), où p = 7, 8, ..., 11, et des positions (7, g), 
où g = 6, 7, .., 10, dans l’encadré en forme de L. Dans celle- 
ci, la valeur maximum des éléments matriciels est 19; c'est la 
valeur à ajouter à la valeur (0) de la position (6, 5) pour donner 
la valeur 19 dans la matrice transformée. On rénète l'onération. 
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{c) Matrice transformée 


Q 
v @ 29 
33 
32 


DOTE X 2% 
& 
& 
[= 
+ 
ë 


{d) Alignement 


VEDQKLS--KCN 
VEN-KLTRPKCD 


ou 


VEDQKL--SKCN 
VEN-KLTRPKCD 


PAM-250 (0) et de la plus grande des valeurs de l'encadré en forme de 
L (19). Le processus de transformation est expliqué dans le texte. 

(c) Matrice de Needleman-Wunsch terminée, Le meilleur alignement suit 
la ligne de crête comme décrit dans le texte, Les résidus alignés sont 
ceux dont les éléments correspondants sont entourés d'un cercle. Noter 
l'ambiguïté de cet alignment. (d) Les deux alignements équivalents obte- 
nus ; les résidus identiques dans les alignements sont en vert. 


du coin inférieur droit au coin supérieur gauche de la matrice, 
jusqu'à ce que tous ses éléments aient été ainsi traités, pour 
donner la matrice complètement transformée montrée à la Fig. 
7-29c. L'algorithme Needleman-Wunsch donne ainsi les 
valeurs du logarithme des cotes pour tous les alignements pos- 
sibles des deux séquences. 

On trouve le meilleur alignement (celui qui donne la valeur la 
plus élevée pour le lncarithme des cotes) en tracant la lione de 


198 Chapitre 7. Structures covalentes des protéines et des acides nucléiques 


crête de la matrice transformée (7-29c) en partant de sa valeur 
maximum au coin supérieur gauche ou ses environs (extrémité 
N-terminale) vers le coin inférieur droit ou ses environs (extrémité 
C-terminale). En effet, l'alignement de toute paire de résidus est 
indépendant de celui de toute autre paire. Donc, le meilleur indice 
jusqu'à un point quelconque d'un alignement est le meilleur indice 
jusqu'au point précédent, plus l'indice ajouté par la nouvelle étape. 
Ce schéma additif d'indices est fondé sur la supposition que les 
mutations affectant des sites différents sont acceptées indépen- 
damment les unes des autres, ce qui semble en accord avec l'évo- 
lution des protéines bien que l'on connaisse l'importance structu- 
rale et fonctionnelle des interactions spécifiques de certains résidus 
au sein des protéines. 


La ligne qui réunit les paires de résidus alignés (entourés d’un 
cercle dans la Fig. 7-29c) doit toujours aller vers le bas à droite. 
En effet, un déplacement vers le haut ou vers la gauche ou même 
en ligne directe vers le bas ou vers la droite impliquerait l'aligne- 
ment d'un résidu d'un peptide avec plus d'un résidu de l'autre pep- 
tide. Tout autre mouvement que (+ 1,+ 1) signifie la présence d'un 
intervalle. La Fig. 7-294 montre le meilleur alignement des deux 
polypeptides, celui qui correspond aux lignes de la 7-29c, Notez 
que cet alignement n'est pas univoque. Si on aligne S du 10-mère 
avec T ou P du 11-mère on obtient la même valeur de logarithme 
des cotes, ce qui ne permet pas de choisir entre ces deux possibi- 
lités. L'indice global d'alignement est donné par la valeur maxi- 
mum de la matrice transformée, ici 41, que l’on trouve au coin 
supérieur gauche de l'alignement (7-29c). 


L'algorithme  Needleman-Wunsch optimise l'alignement 
global des deux peptides en maximisant l'indice d'alignement 
pour l’ensemble des deux séquences (même si cela n'a pas de 
portée biologique). Cependant, puisque de nombreuses protéines 
sont constituées de motifs que l'on retrouve dans beaucoup 
d'entre elles , il serait préférable d'optimiser l'alignement local 
de deux peptides, c'est-à-dire ne maximiser leur indice d'aligne- 
ment que pour leurs régions homologues, C'est ce que fait l'al- 
gorithme proposé par Temple Smith et Michael Waterman, qui 
est une variante de l'algorithme Needleman-Wunsch. L’'algo- 
rithme Smith-Waterman tire parti du fait que, dans les sys- 
tèmes d'évaluation basés sur des matrices de sustitution, l'indice 
cumulatif au cours du processus d'alignement diminue dans les 
régions de faible corrrespondance des séquences. L'algorithme 
Smith-Waterman interrompt le processus là où l'indice cumula- 
tif tombe à zéro. Deux peptides peuvent présenter plusieurs ali- 
gnements locaux de ce type. 


f. Pénalités pour les intervalles 


S'il y a des intervalles libres dans les alignements, on devrait 
en soustraire la pénalité, de l'indice global d’alignement, pour 
obtenir l'indice d’alignement final. Puisqu'une simple mutation 
peut insérer ou supprimer plus d'un résidu, un long intervalle 
devrait être pénalisé à peine plus qu'un court. On représente donc 
ce type de pénalité par a + bk, où a est la pénalité pour la présence 
d'un intervalle, & est sa longueur en résidus, et b la pénalité par 
résidu absent. Faute de théorie statistique satisfaisante pour opti- 
miser les valeurs de a et b, celles-ci sont tirées d'études empiriques 
qui donnent a = -8 et b = -2 pour les matrices PAM-250. L'indice 


dal! 2mement nel snses las ass all amesmantse 4, f. En, 4 AL r,,..,.1 


tous deux ont un intervalle de 1 résidu et un intervalle de 2 rési- 
dus) est 41 -(8+2X 1)-(8+2x2)= 19, 


g. Alignements pairés avec BLAST et FASTA 


L'algorithme Needleman-Wunsch et plus tard l'algorithme 
Smith-Waterman (adaptés pour l'informatique) ont été largement 
utilisés dans les années 1970 et 1980 pour rechercher des rela- 
tions entre protéines. Il a fallu cependant accélérer considérable- 
ment le procédé afin de pouvoir comparer chaque nouvelle 
séquence au nombre toujours croissant des séquences déposées 
dans les bases de données. Les ordinateurs modernes y arrivent 
grâce à l’utilisation, dans la plupart des programmes d’aligne- 
ment de séquences, d'algorithmes heuristiques. Ces algorithmes 
font des «conjectures éclairées », ce qui augmente singulière- 
ment la vitesse du programme au risque de diminuer la préci- 
sion des résultats ; pour les alignements de séquences, les algo- 
rithmes heuristiques sont fondés sur la manière dont les 
séquences évoluent. Plutôt que d'expliquer comment ces pro- 
grammes fonctionnent, nous décrirons ci-dessous comment les 
utiliser. La matrice de substitution PAM-250 est basée sur une 
extrapolation: on suppose, pour la calculer, que la vitesse de 
mutation sur une unité PAM de distance évolutive est la même 
que sur 250 unités PAM, ce qui n'est pas nécessairement le cas. 
Après tout, des protéines homologues séparées par de grandes 
distances évolutives peuvent diverger quant à leur fonction, et 
donc dans leurs vitesses d'évolution (rappelez-vous que des pro- 
téines différentes évoluent à des vitesses différentes ; Fig. 7-22). 
Il fallait tenir compte de cette possibilité, ainsi que du très grand 
nombre de séquences déchiffrées depuis le calcul des matrices 
PAM au milieu des années 1970. À cette fin, on calcula une 
matrice de substitution du logarithme des cotes sur base d’envi- 
ron 2000 blocs de séquences alignées à partir d'environ 
500 groupes de protéines apparentées. La matrice de substitution 
qui donne le meilleur résultat pour des alignements sans inter- 
valles s'appelle BLOSUM62 ( pour «block substitution 
matrix »; 62 signifie que tous les blocs de polypeptides alignés 
dans lesquels l'identité est 2 62% sont pondérés comme une 
seule séquence afin de réduire la contribution des séquences 
étroitement apparentées), alors que BLOSUMS0O semble 
meilleure pour les alignements avec intervalles. Les alignements 
de séquences basés sur les matrices BLOSUM62 ou BLOSUM50 
sont d’une plus grande sensibilité (capacité à identifier des 
séquences de parenté lointaine) que ceux obtenus avec la matrice 
PAM-250. 


Les deux logiciels d'accès libre, basés sur des programmes 
heuristiques, les plus utilisés pour aligner par paires des 
séquences polypeptidiques ou polynucléotidiques sont appelés 
BLAST (pour «Basic Local Alignment Search Tool») et 
FASTA. Leurs stratégies de recherche sont différentes. Par 
conséquent, dans une même base de données ces deux pro- 
grammes trouveront les mêmes peptides ou ADN qui ont une 
grande similitude de séquence avec la séquence d'interrogation, 
mais pas nécessairement les mêmes séquences homologues de 
faible similitude. Les deux programmes visent à obtenir le 
meilleur compromis entre sensibilité (définie au paragraphe pré- 
cédent) et sélectivité (rejet de séquences non apparentées don- 


aant nas banal 4, LD. 1,8, AU one name 


Voyons d'abord comment comparer des peptides avec le logi- 
ciel BLAST. Ce programme, que l'on doit à Stephen Altschul, est 
d'accès libre pour usage interactif via le Web (http://www. 
ncbi.nim.aih.gov/BLAST/) sur un serveur du National Center for 
Biotechnology Information (NCBI ; on peut travailler gratuitement 
avec ce programme via le Web avec un ordinateur personnel bien 
que ce programme «tourne» sur les ordinateurs du NCBJI). 
BLAST recherche, dans la base de données choisie, un nombre de 
séquences déterminé par l'utilisateur, dont l'alignement s’apparie 
le mieux avec la séquence d'interrogation. 


(a) Alignement par paire selon BLAST 
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Les bases de données des protéines contiennent actuellement 
environ 900 000 séquences peptidiques. BLAST ne doit donc pas 
perdre de temps sur une séquence dont la similitude avec la 
séquence d'interrogation a peu de chance de dépasser un indice 
d'alignement minimum. Les alignements pairés (voir Fig. 30a) 
trouvés par BLOSUM62 sont donnés dans l'ordre décroissant de 
signification statistique, et sont présentés en faisant coincider les 
positions des résidus identiques ou similaires dans la séquence 
d'interrogation et les séquences trouvées. Ce programme indique 
aussi le nombre de résidus identiques, les paires de résidus dont 


>=plP38524 | HP12_ECTVA HIGH POTENTIAL IRON-SULFUR PROTEIN, ISOZYME 2 (HIPIP 2) 


Length = 71 


Score = 50.4 hits (118), Expect = 6e-07 
Identities = 27/69 (29%), Positives = 35/69 (50%), Gaps = 4/69 (5%) 


Query: 1 EPRAEDGHAHDYVNEAADASG--HPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVY 67 


E +ED A + DAS 


HP Y+EGQ C NC + +A 


WG C+ F LV A GWC+ + 


Sbjet: 2 ERLSEDDPAAQALEYRHDASSVQHPAYEEGQTCLNCLLYTDASAQIWGPCS--VFPGKLVSANGWCTAW 68 


{b) Alignement par paire selon FASTA 


>>SWALL:HPI2 ECTVA P38524 HIGH POTENTIAL IRON-SULFUR PRO (71 aa) 


initn: 102 init1: 77 opt: 116 Z-score: 278.0 expect{) 4e-08 


Smith-Waterman score: 116; 39.130% identity in 69 aa overlap (1-67:2-68) 


10 20 30 


Sequen EPRAEDGHAHDYVNE AADASG 


1: 


40 650 60 70 


-HPRYQEGQLC ENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEV LVKAEGWCSVY APAS 


RER 


SWALL: MERLSEDDPAAQAL, E YRHDASSVQHPAYE EGQTC LNCL L YTDASAQDWGPCSV FPGKLVSANGWOTAWVAR 


10 20 30 


(eo) Alignement de séquences multiples selon CLUSTAL X 


ss... 


sp! P38624| HP12 
spl P38941| HP11 
sp! P00265| HPIS 
spl P04168| HPI1 
spl P04169| HPI2 


————©\'RAB 
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FIGURE 7-30 Exemples d'alignements de séquences peptidiques. 

(a) BLAST, (b) FASTA, et (c) CLUSTAL. Les protéines alignées sont 
des protéines fer-soufre à haut potentiel (HIPIP), petites protéines bac- 
tériennes dont les séquences sont reprises dans la base de données 
SWISS-PROT, Les résidus d'acide aminé sont indiqués par leur code à 
une lettre (Tableau 4-1) et les intervalles, par des tirets, Dans les Parties a 
et b, la séquence d'interrogation (Sequen dans b), est l’isoenzyme 1 de 
HIPIP d'Ectothiorhodospira halophila (HP11_ECTHA, numéro d'accès 
POM16S dans SWISS-PROT ; les isoenzymes sont des formes génétique- 
ment distinctes d'enzymes similaires aux plans catalytique et structural, 
appartenant au même organisme) et la séquence trouvée (SWALL dans b) 
est l'isoentyme 2 de HIPIP d'Ecrothiorhodospira vacuolata 

(HPI2 ECTVA, numéro d'accès P38524 dans SWISS-PROT). Dans a et 
b, les prenuères lignes (en vert) donnent la séquence trouvée, avec sa 
longueur en résidus. Suivent (en noir) des statistiques sur l'alignement. 
En dessous, la séquence d'interrogation et la séquence trouvée sont ali- 
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identiques et les résidus similaires, ceux-ci étant repris (en noir) entre ces 
deux lignes [les résidus identiques sont indiqués par leur code à une 
lettre dans BLAST et par deux points (:) dans FASTA ; les résidus simi- 
laires sont indiqués par un plus (+) dans BLAST et par un point (.) dans 
FASTA]. Les recherches par BLAST et FASTA ne fournissent que des 
alignements par paires de ce type. La Partie « montre un alignement de 
cinq séquences de HIPIP, les deux séquences mentionnées ci-dessus, les 
isozymes 1 et 2 correspondants, et la HIPIP de Rhodocyclus gelatinosus 
(P00265), Dans cet alignement de séquences multiples, les résidus sont 
colorés selon leur type et le degré de confiance de leur alignement. A la 
ligne supérieure (en noir) on trouve un astérisque (*) pour les colonnes 
dont tous les résidus sont identiques, un (:) pour celles dont tous les rési- 
dus sont très similaires (MILV) et un (.) pour celles où les résidus sont 
tous assez semblables (CSA). Noter que l'alignement des 21 premiers 
résidus de P04168 (la séquence d'interrogation dans a et h) avec P38524 
dans la partie c diffère de celui en a et b. 
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l'échange donne une valeur positive dans la matrice de substitu- 
tion, ainsi que les intervalles sur toute la longueur de l'aligne- 
ment. BLAST calcule la signification statistique d'un alignement 
en termes de «valeur E» (pour «Expectation»), à savoir le 
nombre d'alignements d'indice au moins aussi élevé dus au 
hasard dans la base de données. Ainsi, une valeur E de 5 veut 
dire que l'alignement n'a pas de signification statistique, alors 
qu'une E de 0,01 est très significative, et qu'un alignement avec 
une valeur E de 1 x 10° donne la quasi certitude que la 
séquence d'interrogation et la séquence trouvée sont homo- 
logues. BLAST donne aussi, pour chaque alignement, un « indice 
par bit» qui est une sorte d'indice d’alignement normalisé. 


FASTA, un programme écrit par William Pearson, est d'accès 
libre pour usage interactif via le Web (htp://www.ebi. 
ac.uk/fasta33) sur un serveur de l'European Bioinformatics Insti- 
tute (EBI). Les données d'entrée de FASTA sont comme dans 
BLAST, mais elles donnent à l'utilisateur le choix de la matrice de 
substitution (dont plusieurs matrices PAM et BLOSUM: par 
défaut, on a BLOSUMS0) ainsi que celui des paramètres de péna- 
lité pour les intervalles (des options semblables sont disponibles 
avec « advanced search » de BLAST). Pour aligner des peptides, 
on peut choisir la valeur 1 ou 2 pour le paramètre krup (pour 
k-tuple), à savoir le nombre de résidus consécutifs dans les 
« mots » utilisés par FASTA dans sa recherche des identités (krup 
peut monter jusqu’à 6 pour les alignements d'acides nucléiques). 
Plus la valeur de krmp est petite, plus la sensibilité de la recherche 
est grande, mais plus elle prend de temps. La valeur de 2 pour krup 
attribuée par défaut est suffisamment «sensible » pour la plupart 
des recherches d'alignements de peptides. Les données fournies 
par FASTA (Fig. 7-30b) sont présentées de la même manière que 
par BLAST. 


h. Alignement de plusieurs séquences avec CLUSTAL 


BLAST et FASTA n'alignent les séquences que par paires. Si 
l'on veut aligner en même temps plus de deux séquences, afin 
d'obtenir des alignements de séquences multiples comme dans 
le Tableau 7-4, on doit recourir à un autre type de programme. 
Un des plus utilisés, CLUSTAL, est d'accès libre pour usage 
interactif via le Web (hup://www2.ebi.ac.uk/clustalw/). On entre 
un fichier contenant toutes les séquences (peptides ou ADN) à 
aligner. Comme avec FASTA et «advanced » BLAST, l'utilisa- 
teur peut sélectionner dans CLUSTAL la matrice de substitution 
et les paramètres de pénalité pour les intervalles. CLUSTAL 
commence par rechercher tous les alignements par paires pos- 
sibles pour les séquences introduites. Le programme peut ainsi 
déterminer parmi celles-ci les relations réciproques sur base de 
leurs indices de similitude et construire un arbre phylogénétique 
rudimentaire appelé dendrogramme. En partant de l'alignement 
pairé affecté de l'indice le plus élevé. le programme réaligne 
ensuite les séquences restantes qu'il ajoute par ordre de relations 
décroissantes avec les précédentes, en incluant des intervalles si 
nécessaire. On obtient ainsi un alignement des toutes les 
séquences (Fig. 7-30c). Les programmes d'alignements de 
séquences multiples sont facilement trompés par la présence de 
séquences non homologues ou par celles dont les segments 
homologues se présentent dans un ordre différent. Il convient 
donc d'examiner soigneusement les alignements fournis par ces 
nmmorammecs naur déterminer c'ile ant du cenc mt &i néracenire 


les corriger et les élaguer «à la main». Ainsi, dans les Figs. 
7-30a et b, l'alignement des 21 premiers résidus de la séquence 
d'interrogation (P04168) avec la séquence trouvée (P38524) n'est 
pas le même que dans la Fig. 7-30. 


i. Les profils augmentent la sensibilité des alignements de 
séquence 


Les alignements de séquences multiples peuvent améliorer la 
sensibilité des recherches de similitude, c'est-à-dire la détection de 
similitudes de séquence faibles, mais significatives. Par exemple, 
en alignements par paires, le peptide A peut être similaire au pep- 
raissent comme similaires. Cependant, un alignement de 
séquences multiples pour A, B et C montrera une similitude entre 
les peptides A et C. Cette notion a été exploitée pour construire des 
profils (aussi appelés matrices d’indices de position). Ici, pour 
chaque position dans les alignements de séquences multiples les 
résidus hautement conservés sont affectés d’un indice positif élevé, 
ceux qui sont faiblement conservés, un indice voisin de zéro, et les 
non conservés, un indice très négatif. Parmi les algorithmes per- 
mettant d'obtenir de tels profils, nombreux sont ceux qui se fon- 
dent sur les modèles statistiques appelés modèles de Markov 
cachés (« Hidden Markov Models » : HMM). Ce genre de profils 
de conservation a permis d'identifier des séquences si éloignées, 
sur le plan évolutif, d'une séquence d'interrogation (aussi loin 
dans la zone d'ombre) qu'elles échappent à la recherche par 
BLAST et FASTA. 

Le programme PSI-BLAST (pour « Position-Specific /terated 
BLAST), d'accès libre via http:/www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/, 
utilise les résultats d'une recherche BLAST sur une séquence 
d'interrogation pour donner un profil, lequel est employé pour 
rechercher de nouveaux alignements. 11 s’agit d'un processus ité- 
ratif dans lequel le profil obtenu après chaque recherche d'ali- 
gnement est utilisé pour produire une nouvelle recherche, etc. 
jusqu'à épuisement d’alignements supplémentaires significatifs. 
Par exemple, pour la séquence d'interrogation utilisée dans les 
Figs. 7-30a et b (HP11_ECTHA ; numéro d'accès SWISS-PROT 
P04168), BLAST et FAST ne trouvent que cinq séquences 
(réponses pertinentes où «hits ») de valeur E inférieure à 0,001 
dans la base de données SWISS-PROT (celles de la Fig. 7-30c, 
dont une est alignée avec elle-même). Par contre, PSI-BLAST en 
trouve 22 après deux itérations (sans réponse pertinente à la troi- 
sième itération: on dit que la recherche est alors convergente). 
Ainsi, l'analyse par profils permet la détection de relations de 
séquence subtiles, mais significatives, qui donnent de précieux 
renseignements aux plans évolutif et fonctionnel, comme nous le 
verrons dans les chapitres suivants. 


Ïj. Les gènes de structure devraient être alignés selon les 
polypeptides qu’ils codent 


Il est fréquent qu'on ne connaisse d'une protéine que la 
séquence d'ADN qui la code. En fait, la plupart des séquences pro- 
téiques ont été déduites de séquences d'ADN. On peut bien sûr ali- 
gner des séquences d'acides nucléiques avec BLAST, FASTA et 
CLUSTAL. Pour les gènes de structure, il est cependant préférable 
de comparer les séquences d'acides aminés correspondantes plutôt 
que les séquences de bases. En effet, ceci permet d'identifier des 
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liard d'années (par exemple celles du cytochrome c et de l'histone 
H4; Fig. 7-22), alors qu'il est rare de détecter des homologies 
entre séquences d'ADN non codant ayant divergé il y a plus de 
200 millions d'années et entre séquences d'ADN codant ayant 
divergé il y a plus de 600 millions d'années. Les trois raisons en 
sont les suivantes : 

1. L'ADN n'est fait que de quatre bases différentes, alors que 
les peptides sont constitués de 20 résidus différents d'acides ami- 
nés. Il y aura donc beaucoup plus de faux alignements avec 
l'ADN, du moins pour les courtes séquences, qu'avec les peptides 
(dans un graphique de points, en moyenne 25 % des cases seront 
occupées pour deux ADN non apparentés, plutôt que 5% pour 
deux polypeptides non apparentés). 

2. L'ADN évolue beaucoup plus rapidement que les pro- 
téines. Dans les régions codantes des gènes de structure, 24% 
des simples changements de bases ne changent pas l'acide aminé 
codé, Il existe donc peu de contraintes évolutives pour mainte- 
nir l'identité de séquence de ces bases ou celle des régions non- 
codantes (par exemple les introns) des gènes en question. Les 
contraintes évolutives sont donc plus sévères pour les protéines 
que pour l'ADN. 

3. Les alignements directs de séquences d'ADN n'utilisent pas 
des matrices de substitution d'acides aminés telles que PAM-250 
et BLOSUM62. Ils ne sont donc pas soumis aux contraintes évo- 
lutives qu'impliquent ces matrices (bien qu'il existe des matrices 
analogues en 4 x 4 pour les substitutions de bases). 

Si l'on connaît la séquence des bases d'un gène de structure, 
on peut d'habitude identifier ses régions de contrôle probables, en 
particulier le codon d'initiation de la traduction et le codon stop. 
Ceci permet de déterminer lequel des deux brins complémentaires 
d'ADN est le brin sens (celui dont la séquence est la même que 
celle de l'ARNm transcrit à partir de l'ADN) et donne le cadre de 
lecture correct. Même s'il n’est pas évident qu'un segment d'ADN 
flanqué de ce qui semble un codon d'initiation et un codon stop 
code une protéine, on peut comparer les séquences en acides ami- 
nés des six cadres de lecture possibles (trois pour chacun des brins 
complémentaires d'ADN). C'est d'ailleurs ce que font automati- 
quement BLAST et FASTA lorsqu'ils alignent des séquences pep- 
tidiques déduites de séquences d'ADN. 


C. Construction d'arbres phylogénétiques 


Les arbres phylogénétiques furent inventés par Linné, le biologiste 
du dix-huitième siècle à qui l'on doit le système de taxonomie 
(classification biologique) encore utilisé aujourd'hui. À l'origine, 
ces arbres (Fig. 1-4) étaient fondés sur des caractères morpholo- 
giques, dont la mesure était très subjective. Ce n'est qu'avec l'avè- 
nement de l'analyse des séquences qu’on a pu établir des arbres 
phylogénétiques sur une base quantitative (Fig. 7-21). Les carac- 
téristiques de ces arbres et la manière de les construire sont pré- 
sentées dans les paragraphes qui suivent. 

La Fig. 7-31a est un arbre phylogénétique qui montre les rela- 
tions évolutives de quatre gènes homologues, A, B, C, et 
D. L'arbre se compose de quatre feuilles, ou nœuds externes, cha- 
cun représentant un de ces gènes, et de deux embranchements où 
nœuds internes, qui représentent des gènes ancestraux, la lon- 
eveur de chaaue branche indiauant le decré de différence entre les 
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FIGURE 7-31 Arbres phylogénétiques. (4) Arbre déraciné avec quatre 
feuilles (A, B, C, et D) et deux embranchements. (b) Les cinq arbres 
enracinés que l'on peut obtenir à partir de l'arbre déraciné de la Partie a. 
Les racines et leur numéro sont en rouge. 


B 


deux nœuds qu'elle relie. Tous les embranchements sont binaires, 
un gène n'étant censé donner que deux descendants à la fois de 
sorte que les branches ne peuvent que bifurquer (les embranche- 
ments sont cependant parfois tellement proches qu'il est impos- 
sible de déterminer leur ordre, comme dans la racine de la 
Fig. 7-21). Notez que c'est un arbre déraciné : il indique les rela- 
tions entre les quatre gènes, mais ne renseigne pas sur les proces- 
sus évolutifs qui leur ont donné naissance. Les cinq chemins évo- 
lutifs différents possibles pour arriver à cet arbre sont représentés 
à la Fig. 7-31h sous forme d'arbres enracinés différents, dans les- 
quels le nœud où la racine devient arbre correspond au dernier 
ancêtre commun des quatre gènes. Si l'on ne connaît que les gènes 
A, B, C, et D, l'analyse phylogénétique ne permet pas de choisir 
entre ces arbres enracinés. Pour trouver la racine d'un arbre, il faut 
obtenir la séquence d'un gène hors groupe, homologue de ceux 
de l'arbre, mais plus éloigné d'eux qu'ils ne le sont l'un de l'autre. 
La racine étant ainsi identifiée, on peut élucider le chemin évolu- 
tif qui a conduit à ces gènes. 

Le nombre d'arbres différents ayant le même nombre # de 
feuilles augmente extrêmement vite avec # (il dépasse 2 millions 
quand n = 10), Malheureusement, 5! n'existe pas de méthode pour 
construire un arbre phylogénétique optimal. W n'y a en effet pas 
de consensus sur ce qu'est un arbre phylogénétique optimal. On 
trouve donc de nombreux programmes pour y arriver sur base 
d'alionements de séauence. 
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Un type de méthode consiste à convertir les données de 
séquence en une matrice de distances, à savoir un tableau qui 
donne les distances évolutives entre toutes les paires de gènes dans 
l'ensemble des données (Tableau 7-5). On entend par distances le 
nombre de différences de séquence entre deux gènes (idéalement 
corrigé pour la possibilité qu'un site donné subisse plusieurs muta- 
tions). Ces nombres servent à calculer la longueur des branches de 
l'arbre en supposant qu'elles sont additives, c’est-à-dire que la dis- 
tance entre deux paires de feuilles est la somme des longueurs des 
branches qui les relient. 

La manière la plus simple, si l'on peut dire, de construire un 
arbre phylogénétique est la méthode de jonction des séquences 
voisines, dite méthode N-J (pour « Neighbor-Joining »). On com- 
mence par supposer qu'il n'y a qu'un nœud interne, Y, et que les 
N feuilles en irradient toutes en étoile (Fig. 7-32). Les longueurs 
des branches de l'étoile sont alors calculées d'après des relations 
telles que din = dyy + dyy (où din est la longueur totale des 
branches reliant les feuilles A et B, etc.,), d,c = dy + de, et 
dyc = dy + dey. de sorte que, par exemple, d,,= 1/2(d,5 + dyc— 
dpc). Une paire de feuilles est alors transférée de l'étoile vers un 
nouveau nœud interne, X, qui est relié au centre de l'étoile par une 
nouvelle branche, XY (Fig. 7-32b), et la somme des longueurs de 
toutes les branches, S,4, de cet arbre corrigé est calculée comme 
suit: 


N 
San = dix + dux + dxy + > dyy 


trA,B 
d [20 -RA-Rà] 
A. A 7.6 
2 7  AN-2 es 
À 
H 
B 
G [ei 
F 
[4 [e] 


(a) 


FIGURE 7-32 Comment dresser un arbre phylogénétique selon la 
méthode N-J. (a) Configuration de départ. (b) Transfert des feuilles G et 
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où 
Q=5 ÿd, [7.7] 


(à savoir la somme de tous les éléments hors diagonale dans la 
moitié unique de la matrice de distances), 


N 
Riz > dy [7.8] 
i=1 
(à savoir la somme des éléments dans la Aïème rangée de la 
matrice de distances), et 


d 
R,= > dy [7.9] 
ist 
Lers deux feuilles sont alors ramenées à leur position initiale, rem- 
placées par une seconde paire de feuilles, et la longueur totale des 
branches est recalculée. Le processus est répété jusqu'à ce que 
toutes les paires possibles de feuilles N(N — 1)/2 aient été ainsi trai- 
tées. Les membres de la paire qui donne la plus petite valeur de 5, 
(la plus courte longueur totale des branches), qui seront les plus 
proches voisins dans l'arbre final, sont combinés en une seule unité 
correspondant à leur longueur moyenne, pour donner une étoile 
avec une branche en moins. Si les feuilles A et B sont choisies 
comme voisines, les longueurs des branches qui les relient sont 
alors estimées comme suit : 


dis Ri-Ry 
dix = 2 +2) [7.10] 
dux = dun dax [7.11] 
et 
N-1I)(R,+R)-20-(N2-3N +2 
EX )(R;+ ) Q-( +2) (7.12) 
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En supposant que la plus petite valeur de toutes les S, est celle 
de Sy, on calcule une nouvelle matrice de distances dont les 
éléments, d';, sont les mêmes que ceux de la d,, excepté que 
d'un = d'in = (ds + dy)/2, où d'\p, est la distance entre la 
moyenne des feuilles A et B et la feuille £. On reprend ensuite 
tout le processus jusqu'à trouver toutes les paires de séquences 
les plus voisines, pour obtenir un arbre phylogénétique, La 
Fig. 7-33 est un arbre phylogénétique déraciné fourni par CLUS- 
TAL avec la méthode N-J à partir des alignements de séquences 
multiples de la Fig. 7-30c. 

La méthode N-J est un des procédés de construction d'arbres 
basés sur la distance. Il en existe qui se fondent sur d'autres cri- 
tères, dont les deux plus populaires sont : 

L Les méthodes du maximum de parcimonie (méthodes 
MP), basées sur le principe du «rasoir d'Occam » : la meilleure 
explication des données est celle qui est la plus simple, Les 
méthodes MP supposent (peut-être à tort) que l’évolution procède 
via le moins de changements génétiques possibles et que donc les 
meilleurs arbres phylogénétiques sont ceux qui demandent le plus 
petit nombre de changements de séquence pour rendre compte des 
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spl P04168 | HPI1_ECTHA 
sp! P00265 | HPIS_RHOGE 


spl P38941 | HPI1_ECTVA 


sp! P38524 | HPI2_ECTVA 


FIGURE 7-33 Arbre phylogénétique déraciné pour les cinq séquences 
des HIPIP alignées dans la Fig. 7-30c, L'arbre a été obtenu par 
CLUSTAL avec la méthode N-J. Les nombres indiquent les valeurs 
relatives des branches associées. 


2. Les méthodes du maximum de vraisemblance 

(méthodes ML). Elles trouvent l'arbre et les longueurs de 
branches qui ont la plus grande probabilité de fournir les ali- 
gnements de séquences multiples observés. Ces méthodes se 
basent sur un modèle évolutif qui donne une probabilité pour 
chaque type de changement de résidu (des matrices de substitu- 
tion PAM, par exemple). 
Puisque le nombre d'arbres possibles augmente très rapidement 
avec le nombre de feuilles, la construction d'un arbre pylogéné- 
tique consomme beaucoup de temps d'ordinateur, même pour des 
petits groupes de séquences alignées (par exemple N = 20, bien 
que les méthodes basées sur la distance soient à cet égard moins 
exigeantes que les méthodes MP ou ML). Enfin, en raison des 
ambiguïtés inhérentes à toutes les méthodes de construction 
d'arbres phylogénétiques, des tests statistiques ont été mis au point 
pour vérifier la validité d’un arbre déterminé. 


5 Æ SYNTHÈSE CHIMIQUE DE 
POLYPEPTIDES 


Dans cette section nous décrirons la synthèse chimique des poly- 
peptides à partir d'acides aminés. La possibilité de fabriquer des 
polypeptides que l'on ne trouve pas dans la nature offre un intérêt 
biomédical considérable : 

L. Rechercher les propriétés de polypeptides en faisant varier 
systématiquement leurs chaînes latérales. 

2. Synthétiser des polypeptides à propriétés uniques, en parti- 
culier des polypeptides ayant des chaînes latérales non standard ou 
avec des radioéléments incorporés dans des résidus spécifiques 
(aucune de ces possibilités n'est réalisable actuellement par les 
méthodes biologiques). 

3. Synthétiser des polypeptides pharmacologiquement actifs 
qui sont très rares dans la nature ou qui n'existent pas. 

L'une des applications les plus prometteuses de la synthèse 
polvpentidiaque est la production de vaccins synthétiques. Les vac- 
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cins, qui sont classiquement constitués de virus « tués » (inactivés) 
ou atténués (« vivants » mais mutés afin de ne pas donner de mala- 
die à l’homme), stimulent le système immunitaire qui synthétise 
des anticorps dirigés spécifiquement contre ces virus, conférant 
ainsi l'immunité vis-à-vis d'eux (la réponse immunitaire est étu- 
diée dans la Section 35-2A). L'utilisation de ces vaccins n'est 
cependant pas sans risque ; les vaccins atténués, par exemple, peu- 
vent retrouver, suite à une mutation, une forme virulente et des 
vaccins constitués de virus «tués» ont, à plusieurs occasions, 
entraîné la maladie car ils contenaient des virus « vivants », De 
plus, il est difficile de cultiver des virus en quantité et donc d'en 
avoir suffisamment pour la production de vaccins. De tels pro- 
blèmes seront éliminés si l'on prépare des vaccins à partir de poly- 
peptides synthétiques qui contiennent les séquences en acides ami- 
nés des déterminants antigéniques viraux (groupements 
moléculaires qui stimulent le système immunitaire pour la syn- 
thèse d'anticorps dirigés contre eux). En réalité, plusieurs de ces 
vaccins synthétiques sont déjà utilisés couramment. 

Les premiers polypeptides synthétisés chimiquement ne conte- 
naient qu'un seul type d'acide aminé et pour cette raison on les 
appelle des homopolypeptides. De tels composés comme la poly- 
glycine, la polysérine, et la polylysine sont facilement synthétisés 
par les techniques classiques de la chimie des polymères. Ils ont 
servi de modèles dans l'étude des propriétés physicochimiques des 
polypeptides, comme le comportement conformationnel et les 
interactions avec le milieu aqueux. 

La première synthèse chimique d'un polypeptide biologique- 
ment actif a été celle de l'hormone ocytocine, un nonapeptide 
(9 résidus d'acide aminé) par Vincent du Vigneaud en 1953 : 


S—S 
Gly —Leu—Pro—Cys—Asn—Gln—lle—Tyr—Cys 


Oxytocine 


Depuis, des améliorations dans la méthodologie de la synthèse de 
polypeptides ont permis la synthèse de nombreux polypeptides 
biologiquement actifs et de plusieurs protéines. 


A. Méthodes de synthèse 


Les polypeptides sont synthétisés chimiquement en liant par cova- 
lence (couplage) l'un après l’autre, les acides aminés à l'extrémité 
de la chaîne polypeptidique en construction. Imaginez qu'on syn- 
thétise un polypeptide depuis son extrémité C-terminale vers son 
extrémité N-terminale ; cela signifie que la chaîne en formation se 
termine par un groupement aminé libre. Donc, le groupement 
œ-aminé de chaque acide aminé que l’on veut incorporer à la 
chaîne doit être chimiquement protégé (bloqué) sinon il pourrait 
réagir avec des molécules analogues ainsi qu'avec le groupement 
aminé N-terminal de la chaîne. Une fois que le nouvel acide aminé 
a été couplé, son groupement aminé N-terminal doit être « dépro- 
tégé » (débloqué) afin que la liaison peptidique suivante puisse être 
formée. Chaque addition d'acide aminé nécessite donc une étape 
de couplage et une étape de déblocage. De plus, les chaînes laté- 
rales réactives doivent être bloquées pour éviter qu'elles ne parti- 
cipent aux réactions de couplage, puis « débloquées » à la fin de la 
synthèse. 
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Les premières synthèses de polypeptides telles que celle de 
l'ocytocine ont été réalisées entièrement en solution. Les pertes 
inhérentes à l'isolement et à la purification du produit de la réac- 
tion après chacune des nombreuses étapes, expliquent les faibles 
quantités du polypeptide final obtenues, Certe difficulté a été 
contournée astucieusement par Bruce Merrifield en 1962, par la 
mise au point de la synthèse en phase solide (SPPS), Selon cette 
méthode, la chaîne polypeptidique en formation est ancrée par 
covalence, généralement par son extrémité C-terminale, à un sup- 
port solide insoluble tel que des billes de résine en polystyrène, 
puis les acides aminés convenablement bloqués et les réactifs sont 
ajoutés dans un ordre approprié (Fig, 7-34). Cela permet la récu- 
pération quantitative et la purification des produits intermédiaires 
par simple filtration et lavage des billes. 

Lorsque les chaînes polypeptidiques sont synthétisées par addi- 
tion d'acides aminés vers leur extrémité N-terminale (sens opposé 
à celui de la biosynthèse des protéines ; Section 5-4B), le groupe- 
ment g-aminé de chaque acide aminé ajouté successivement doit 
être protégé chimiquement pendant la réaction de couplage. À cet 
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effet, on utilise souvent le groupement tert-butyloxycarbonyl 
(Boc) 
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ou encore le groupement 9-fluorénylmethoxycarbonyl (Fmoc). 
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FIGURE 7-34 Suite des réactions pour la synthèse d'un 
polypeptide en phase solide. Le symbole M, correspond au 
ième résidu d'acide aminé qui doit être ajouté au polypeptide, S, 
est le groupement protecteur de sa chaîne latérale, et Y symbo- 
lise le groupement protecteur de la chaîne principale. Les réac- 
tion spécifiques sont discutées dans le texte. [D'après Erikson, 
B.W. et Merrifield, R.B., in Neurath, H. et Hill, R.L. (Éds.), The 
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b. Couplage des acides aminés 

La réaction qui permet de coupler deux acides aminés par une 
liaison peptidique est endergonique et doit donc être activée pour 
avoir un rendement significatif, L'agent activateur le plus souvent 


f utilisé est une carbodiimide (R-N=C=N-R') comme le dicyclo- 
ds. Sd hexylcarbodiimide (DCCD) : 
3roupement 9-fluorénylmethoxycarbonyl 
(Fmoc) ‘si 
e parlerons que du groupement Boc. 0 Ÿ 
| L ï 
crage de la chaîne au support inerte (CH3),C—0—C—NH—CH—C + C 
mière étape de la SPPS consiste à coupler l'acide aminé oH | 
| au support solide. Le support le plus souvent utilisé est 
ine en polystyrène réticulé sur laquelle sont greffés des Boc-aminoacide dd 


ent chlorométhyle. Le couplage à la résine se fait par la 


sine couplée à l'acide aminé est filtrée et lavée. Le groupe- 
miné est alors débloqué par traitement avec un acide 
> comme l'acide trifluoroacétique, qui n’affecte pas la liai- 


Acide aminé 
o Ê € lié à la résine 
(CH,),C—0—C—NH—CH—C—0—CH, 9 M 9 % i 
CC —0—CH, 


L'intermédiaire O-acylurée qui résulte de la réaction entre le 
DCCD et le groupement carboxyle du dérivé protégé Boc-acide 
aminé réaoit farilamant avas l'anidla amin£ 114 à la récine noue Énr. 
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mer avec un haut rendement la liaison peptidique souhaitée. En 
alternant successivement les réactions de déblocage et de couplage 
on peut ainsi synthétiser un polypeptide de séquence voulue. La 
nature répétitive de ces opérations a permis d'automatiser facile- 
ment la méthode SPPS. 

Pendant la synthèse peptidique, beaucoup de chaînes latérales 
doivent être protégées pour éviter qu'elles ne réagissent avec le 
réactif de couplage. Bien qu'il existe de nombreux groupements de 
blocage, le groupement benzyle est le plus souvent utilisé 
(Fig. 7-35). 


c. Détachement du polypeptide de la résine 

La dernière étape de la SPPS est la libération du polypeptide 
de son support solide. La liaison benzyle ester qui unit l'extrémité 
C-terminale du polypeptide à la résine peut être rompue par action 
de l'acide fluorhydrique liquide : 


re] 
| D lN 
(CH,),COC—N—-C—C— +++ 
H H 


(e) 
I 
(CH,,C=CH, + Ç HF liquide Résine 
(e] 
[0] 
F i Fe ] 
HN—C—C —N—C—C— 
H H 


Le groupement Boc lié à l'extrémité N-terminale du polypeptide, 
ainsi que les groupements benzyle qui protègent les chaînes laté- 
rales, sont aussi enlevés par ce traitement. 


B. Difficultés et perspectives 


Les étapes dont nous venons de tracer les grandes lignes semblent 
simples, mais elles ne le sont qu'en apparence. Une des principales 
difficultés de l’ensemble du procédé est son faible rendement. 
Voyons pour quelles raisons. La synthèse d'une chaîne polypepti- 
dique à n liaisons peptidiques demande, au minimum, 2n étapes 
réactionnelles - une pour le couplage et une pour le déblocage de 
chaque résidu, Si l'on veut synthétiser un polypeptide de la taille 
d'une protéine avec un rendement suffisant, il faut que chaque 
réaction soit pratiquement quantitative sinon le rendement final 
sera fortement diminué. Par exemple, la synthèse d'un polypeptide 
de 101 résidus, dans laquelle chaque étape réactionnelle se déroule 
avec un rendement fantastique de 98 % tout au long des 200 réac- 
tions, n'aura un rendement final que de 0,982 x 100 = 2%. Par 
conséquent, bien que la synthèse d'oligopeptides soit maintenant 
classique, la synthèse de grands polypeptides demande une vigi- 
lance presque obsessionnelle au moindre détail chimique. 
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FIGURE 7-35 Exemples d'acides aminés dont les chaînes latérales 


sont protégées par un groupement benzyl et les groupes a-amino par 
un groupement Boc. Ces dérivés peuvent être utilisés directement dans 
les réactions de couplage pour former des liaisons peptidiques. 


Un problème annexe se posera une fois le polypeptide synthé- 
tique détaché : il devra être purifié. Cette étape peut être difficile 
en raison d'un nombre noh négligeable de réactions incomplètes 
et/ou de réactions secondaires qui se feront durant la synthèse, 
d'où la formation d'une série de composés très proches du poly- 
peptide de grande taille. Cette purification est toutefois grande- 
ment facilitée par les techniques de HPLC en phase inverse (Sec- 
tion 6-3D), et la qualité des composés intermédiaires et des 
produits finis peut être déterminée facilement par spectrométrie de 
masse (Section 7-1J) 

En utilisant la SPPS automatisée, Merrifield a synthétisé l'hor- 
mone bradykinine (un nonapeptide) avec un rendement de 85 % : 


Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 
Bradykinine 


Cependant, ce n'est qu’en 1988 grâce à des progrès continus 
dans l'amélioration des rendements de réactions (>99,5 % en 
movenne) et dans l'élimination de réactions secondaires, qu'on 


a pu synthétiser des polypeptides d'environ 100 résidus de bonne 
qualité. Ainsi, Stephen Kent a synthétisé la protéase de HIV (99 
résidus) [enzyme indispensable à la maturation du virus de l'im- 
munodéficience humaine (HIV, ou virus du SIDA ; Section 15- 
4C)] avec un tel rendement et une telle pureté, qu'après renatu- 
ration (la protéase s'est repliée pour prendre sa conformation 
native; Section 9-1A) elle présentait une activité biologique 
totale. De plus, cette protéine synthétique a été cristallisée et sa 
structure par rayons X s’est révélée identique à celle de la pro- 
téase HIV naturelle. Kent a aussi synthétisé la protéase HIV à 
partir de D-amino acides et a vérifié expérimentalement, pour la 
première fois, qu'une telle protéine présente la chiralité opposée 
à celle de sa contre-partie biologique. Qui plus est, cette protéase 
de D-amino acides catalyse l'hydrolyse de son polypeptide 
«cible » formé de D-aminoacides, mais non celle du polypeptide 
«cible » formé de L-aminoacides comme le fait la protéase HIV 
naturelle. 


En dépit de ce qui précède, l'accumulation, sur la résine, de 
produits dérivés, limite à environ 60 résidus la taille des polypep- 
tides qui peuvent être synthétisés en routine par SPPS. Kent a tou- 
tefois permis d'aller plus loin en mettant au point la technique de 
ligation chimique native. Ici, deux peptides sont réunis par liai- 
son peptidique pour donner un polypeptide dont la longueur peut 
atteindre 120 résidus (Fig. 7-36). Plusieurs segments peptidiques 
peuvent ainsi être couplés successivement, ce qui permet d'espé- 
rer la synthèse chimique de polypeptides comportant plusieurs 
centaines de résidus. Bien sûr, cette technique exige que chaque 
liaison peptidique ainsi formée ait un résidu Cys du côté C-termi- 
nal. 
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1 M SYNTHÈSE CHIMIQUE 
D'OLIGONUCLEOTIDES 


Les techniques de clonage moléculaire (Section 5-5) ont permis de 
pratiquer des manipulations génétiques sur divers organismes en 
vue de mieux connaître leur fonctionnement cellulaire, de changer 
leurs caractères génétiques et de produire en grande quantité des 
protéines rares ou modifiées de manière spécifique. La possibilité 
de synthétiser par voie chimique des oligonucléotides de l'ADN 
ayant une séquence spécifique, fait partie de cet ensemble de tech- 
niques moléculaires. Par exemple, nous avons vu que des oligonu- 
cléotides particuliers servent de sondes pour le transfert selon Sou- 
them (Section 5-SD) et pour l'hybridation in situ (Section 5-5E), 
sont des amorces pour la PCR (Section 5-5F), et sont nécessaires 
pour la mutagenèse dirigée (Section 5-5G). 


A. Méthodes de synthèse 


La méthode de base pour la synthèse d'oligonucléotides est assez 
analogue à celle de la synthèse de polypeptides (Section 7-SA) : un 
nucléotide déterminé, protégé chimiquement, est couplé à l'extré- 
mité en croissance de la chaîne oligonucléotidique ; après cela, le 
groupement protecteur est enlevé, et le cycle est répété jusqu'à ce 
que l'oligonucléotide voulu soit synthétisé. La première méthode 
de synthèse d'ADN, la méthode phosphodiester a été mise au 
point par H. Gobind Khorana dans les années 1960, Elle demande 
un travail long au cours duquel toutes les réactions se déroulent en 
solution, tous les produits devant être isolés avant d'effectuer 
l'étape suivante. Khorana a pourtant utilisé cette méthode, mais en 
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FIGURE 7-36 La réaction de ligation chimique native. Le Peptide 1 
possède un groupement C-terminal thioester (R est un groupement 
alkylé) et l'extrémité N-terminale du Peptide 2 est une Cys. La réaction, 
qui se déroule en solution aqueuse à pH 7, commence par l'attaque 
nucléophile du groupement thiol du résidu Cys du Peptide 2 sur le grou- 
pement thioester du Peptide 1 pour donner, dans un réaction d'échange 


SH 


de thiols, un nouveau groupement thioester, Cet intermédiaire (représenté 
entre crochets) subit une attaque nucléophile intramoléculaire rapide pour 
donner une liaison peptidique native au site de ligation. [D'après Daw- 
son, PE., Muir, T.W., Clark-Lewis, L, et Kent, S.B.H., Science 266, 777 
(1994).] 
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FIGURE 7-37 Cycle de réactions permettant la synthèse d'oligonu- 
cléotides par la méthode aux phosphoramidites. B,. B, et B, représen- 
tent les bases protégées et S un suppont solide inerte, par exemple en 
0-8) verre de porosité définie. 


la combinant avec des techniques enzymatiques, pour synthétiser 
un gène d'ARNt de 126 nucléotides. Ce projet a demandé plu- 
sieurs années de travail à de nombreux chimistes avertis. 


8. Méthode aux phosphoramidites 

Les procédés précédents, qui étaient laborieux et coûteux, ont 
été remplacés au début des années 1980 par des méthodes de syn- 
, beaucoup plus rapides, et qui permettaient 
l'automatisation de la synthèse d'oligonucléotides. Le procédé chi- 
mique actuellement le plus utilisé a été inventé par Robert Letsin- 
ger et développé ensuite par Marvin Caruthers. Il est connu sous 
le nom de méthode aux phosphoramidites. Cette réaction se 
déroule en milieu non aqueux; elle consiste à ajouter d'une 
manière séquentielle un seul nucléotide à la fois à une chaîne 
croissante, comme suit (Fig. 7-37): 


. Le groupement protecteur, le diméthoxytrityle (DMTr) 
e à l'extrémité 5’ de la chaîne croissante d'oligonucléotide 
{laquelle est accrochée par son extrémité 3° à un support solide 
appelé S) est enlevé par traitement avec un acide comme l'acide 
trichloroacétique (CI,CCOOH). 


thèse en phase solide 


FIGURE 7-38 Une puce h ADN. Ce damier d'environ 6000 gènes 
contient là plupart des gènes de la levure de boulangerie, un par case. La 
puce à été hybridée aux ADNc obtenus à partir des ARNm extraits de 
levure. Les ADNc dérivés de cellules cultivées en présence de glucose 
ont ÉLE marqués avec un colorant donnant une fluorescence rouge, ceux 


dérivés de cellules cultivées en absence de glucose, avec un colorant don- 
nant une fluorescence verte. Ainsi, les taches rouges désignent les gènes 
dont ln transcription est stimulée par la présence de glucose, les vertes 
ceux dont la transcription est stimulée par l'absence de glucose ; les 
taches jaunes (rouge plus vert) indiquent les gènes dont l'expression est 
rlucose [Avec la permission de Patrick Brown, Stanford 
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2. L'extrémité 5° de l'oligonucléotide ainsi libérée est cou- 
plée avec le dérivé phosphoramidite en 3° du désoxynucléoside 
suivant à placer dans la chaîne, L'agent de ce couplage est le 
tétrazole, qui assure la protonation de la partie diisopropylamine 
du nucléotide à ajouter pour en faire un bon groupement de 
découplage. À ce stade, on peut incorporer dans l'oligonucléo- 
tide en croissance des nucléosides modifiés (contenant, par 
exemple, un groupement fluorescent). On peut de même synthé- 
tiser un mélange d'oligonucléotides contenant différentes bases à 
la même position, en ajoutant le mélange correspondant de 
nucléosides. 


3. Toute extrémité 5° n'ayant pas réagi (le rendement du cou- 
plage est supérieur à 99 %) est gelée par une acétylation, de façon 
à bloquer l'extension d'oligonucléotides erronés. 

4. Le groupement phosphite triester qui résulte de l'étape de 

couplage est oxydé avec 1, en phosphate triester plus stable, allon- 
geant ainsi la chaîne d'un nucléotide. 
Dans les synthétiseurs automatiques actuellement sur le marché, la 
séquence de réactions peut être répétée jusqu'à 150 fois avec une 
durée de 40 minutes ou moins pour chaque cycle. Dès qu'un oli- 
gonucléotide de séquence précise a été synthétisé, il est libéré de 
son support par NH,OH qui enlève aussi les différents groupe- 
ments protecteurs, y compris ceux qui protègent les amines exo- 
cycliques sur les bases. Le produit obtenu peut ensuite être purifié 
par HPLC et/ou par électrophorèse sur gel pour le séparer des 
séquences avortées et des groupements protecteurs. 


B. Puces à ADN 


Si l'on a déterminé la séquence du génome humain, c'est en réa- 
lité pour atteindre un objectif plus ambitieux encore. Les grandes 
questions d'intérêt biologique sont en effet: quelles sont les 
fonctions de ces -30 000 gènes: dans quelles cellules, dans 
quelles circonstances, et à quel degré sont-ils exprimés: com- 
ment les produits de ces gènes interagissent-ils pour donner un 
organisme fonctionnel; enfin, quelles sont les conséquences 
médicales de leurs mutations? La montagne de données néces- 
saires pour y répondre ne peuvent être acquises par l'approche 
classique « gène par gène ». Ce qu'il faut, ce sont des méthodes 
globales d'analyse des processus biologiques, permettant de 
suivre simultanément toutes les composantes d'un système bio- 
logique. 

Une technologie récente susceptible de répondre à cette exi- 
gence est celle des puces à ADN [également appelées microré- 
seaux ou microdamiers à ADN (« microarrays ») ou encore puces 
de gènes (« gene chips »): Fig. 7-38]. Il s'agit de damiers de dif- 
férents oligonucléotides d'ADN ancrés à la surface d'un support 
de verre ou de nylon sur une grille carrée d'environ | cm de côté. 
Un des procédés actuels de fabrication des puces à ADN permet la 
synthèse simultanée d'un très grand nombre (jusqu'à un million) 
d'oligonucléotides différents en combinant la photolithographie 
(utilisée dans la fabrication des puces électroniques) et la synthèse 
d'ADN en phase solide, Dans cette technique, mise au point par 
Stephen Fodor, les nucléotides servant à la synthèse des oligonu- 
cléotides portent chacun à leur extrémité 5° un groupement pro- 
lecteur qui peut être enlevé photochimiquement et qui exerce la 


même fonction que le groupement DMTr dans la sy nthèse conven- 
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qui, à un stade déterminé de leur synthèse, exigent par exemple 
une T à la position suivante, sont déprotégés par un faisceau lumi- 
neux qui les atteint moyennant le masquage, sur la grille, des posi- 
tions où c'est une autre base qui doit être incorporée. La puce est 
alors incubée avec une solution de nucléotide thymidylique activé 
qui ne peut réagir qu'avec les oligonucléotides déprotégés. Après 
lavage du nucléotide non incorporé, le processus est répété avec 
différents masquages pour chacune des trois autres bases. En répé- 
tant N fois ces quatre étapes, on peut synthétiser en 4N cycles de 
couplages un damier comportant toutes les séquences possibles 
(4*) de N résidus si N < 30. Une autre manière de fabriquer des 
puces à ADN est de synthétiser les oligonucléotides par la méthode 
chimique classique aux phosphoramidites (Section 7-6A). Ici, on 
projette sur un endroit précis de la puce, par la technique des 
imprimantes à jet d'encre, des gouttes de réactifs d'un volume de 
l'ordre du nanolitre. D'autres types de puces sont confectionnées 
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par des robots qui déposent sur celles-ci différentes sortes de molé- 
cules d'ADN, telles que ADNc, produits de PCR, ou encore 
nucléotides synthétiques. 

Une des applications des puces à ADN consiste à disposer 
des oligonucléotides de L résidus (les sondes) en un réseau de 
L colonnes sur 4 rangées, soit un total de 4L séquences. La sonde 
dans la Mième colonne du réseau possède la séquence « stan- 
dard », sauf qu'à la Mième position de la sonde on trouve une 
base différente (A, C, G ou T) dans chaque rangée. Ainsi dans 
chaque colonne, une seule des quatre sondes d'ADN possédera 
la séquence standard, les trois autres s'en distinguant par une 
seule base. On hybride alors ce damier « sonde » avec l'ADN ou 
l'ARN complémentaire «cible » dont il s'agit de déterminer la 
différence par rapport à l'ADN standard, puis on lave l'ADN ou 
l'ARN non hybridé. L'ADN ou l'ARN cible a été marqué par 
un réactif fluorescent de manière à ce que les positions où il se 
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FIGURE 7-39 Synthèse d’une puce à ADN par photolithographie. 
Dans une première étape, les oligonucléotides ancrés à un support en 
verre et porteurs d'un groupement protecteur photosensible à leur extré- 
mité 5’ (carré plein rouge) sont exposés à la lumière à travers une grille 
de masquage qui ne permet d'irradier que les oligonucléotides à coupler, 
à un résidu T par exemple. La lumière déprotège ces oligonucléotides qui 
sont dès lors les seuls à réagir avec le nucléotide T activé, avec lequel on 
incube la puce dans une deuxième étane. On répète tout le protocole danse 


les étapes 3 et 4, mais cette fois avec une grille de masquage pour les 
résidus G, puis on le reprend pour les résidus A et pour les résidus C, ce 
qui permet d'allonger d'un résidu tous les nucléotides. Ces quatre cycles 
sont repris aussi longtemps qu'il y a des nucléotides à ajouter pour obte- 
nir l’assortiment d'oligonucléotides souhaité, [D'après Pease, A.C., Solas, 
D. Sullivan, EJ.. Cronin, M.T., Holmes, C.P., et Fodor, S.P.A., Proc. 
Natl. Acad. Sci. 91, 5023 (1994).] 


lie sur le damier sonde puissent être révélées par laser. On peut 
ajuster les conditions d'hybridation pour que le mésappariement 
d'un seule base réduise significativement la liaison. Ainsi, un 
ADN ou un ARN cible qui diffère de l'ADN complémentaire 
Standard par le changement d'une seule base à la Mième posi- 
tion, disons A au lieu de C, sera facilement détecté par une aug- 
mentation de fluorescence dans la rangée correspondant à A dans 
la Mième colonne, par rapport à la fluorescence aux autres posi- 
tions [Un ADN ou ARN cible parfaitement complémentaire à 
l'ADN standard donnera une fluorescence élevée dans chacune 
de ses colonnes pour la rangée (position des bases) correspon- 
dant à la séquence standard]. Un système de détection de fluo- 
rescence par balayage piloté par ordinateur permet de détermi- 
ner rapidement l'intensité de fluorescence pour chaque position 
sur le damier, et donc la variation de séquence par rapport à 
l'ADN standard. On peut ainsi détecter automatiquement les 
polymorphismes de séquence qui n'intéressent qu'une seule base 
[polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP ou «snips »)]. Il 
apparaît de plus en plus clairement que des différences géné- 
tiques, en particulier les SNP, sont impliquées dans la suscepti- 
bilité individuelle à de nombreuses maladies ainsi qu'aux effets 
secondaires indésirables de certains médicaments (Sec- 
tion 15-4B). 
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FIGURE 7-40 Différences d'expression, dans les tissus humains, des 


gènes codant les protéines appelées cyclines (Section 34-4C), Les 
niveause d'hubridatinn dec différente ARNen dec cuclines dance charun dec 
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Dans une autre application des puces à ADN, un robot dépose 
en réseau, sur un support en verre, jusqu'à 10 000 ADN diffé- 
rents. Ceux-ci sont le plus souvent des inserts de clones d'ADNc 
ou des marqueurs de séquences exprimées (EST) synthétisés 
automatiquement par PCR. Ces microdamiers d'ADN peuvent 
servir à suivre le degré d'expression des gènes correspondants 
dans un tissu donné, en fonction du degré d’hybridation de la 
population d'ARNm ou d'ADNec du tissu, marquée par fluores- 
cence. On peut ainsi déterminer le patron d'expression de gènes 
(profil d'expression) dans différents tissus d'un même orga- 
nisme (Fig. 7-40) et voir comment ce patron est modifié au cours 
de certaines maladies ou par des médicaments (validés ou poten- 
tiels). Une autre application des puces à ADN est l'identification 
d'agents infectieux sur base de régions spécifiques de leur 
ADN. Les puces à ADN constituent un outil extrémement pro- 
metteur pour comprendre les interactions des gènes (en fait, de 
leurs produits) lors de la multiplication cellulaire et des modifi- 
cations de leur environment, pour caractériser et diagnostiquer 
des maladies, qu'elles soient infectieuses ou non (les cancers, par 
exemple), identifier les facteurs de risque génétiques de les 
contracter et proposer des traitements adaptés, ainsi que pour 
mettre au point de nouveaux médicaments. 
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tissus indiqués ont été mesurés avec des puces à ADN. [D'après 
Gerhold, D.. Rushmore, T., et Caskey, CT, Trends Biochem. Sci. 24, 172 
(1000) ! 
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C. SELEX 


Les acides nucléiques tels que l'ADN et l'ARN sont généralement 
considérés comme l'équivalent de «bandes magnétiques » molé- 
culaires passives dont la structure importe peu. En fait, des fonc- 
tions particulières de certains acides nucléiques, comme les ARNt 
et les ARN ribosomiaux (Section 32-2B et 32-3A),exigent que ces 
molécules adoptent une structure tridimensionnelle bien définie. 
Cette notion a inspiré à Larry Gold la mise au point d'un procédé 
appelé SELEX (« Systematic Evolution of Ligands by Exponential 
Enrichment ») permettant d'obtenir des oligonucléotides simple 
brin qui se lient spécifiquement à une molécule cible avec une 
haute affinité. 

Dans la technique SELEX, on part d'une bibliothèque de 
polynucléotides qui ont une séquence connue et fixe à leurs 
extrémités 5° et 3° et une région centrale de séquences aléatoires. 
Ces dernières sont synthétisées en phase solide en ajoutant un 
mélange des quatre nucléosides triphosphate plutôt qu'un seul 
aux positions à brouiller. Pour une région variable de 30 nucléo- 
tides, on obtiendra ainsi un mélange de 4* = 10° oligonucléo- 
tides différents. L'étape suivante est de sélectionner dans ce 
mélange les séquences qui se lient sélectivement à une molécule 
cible, X. Les oligonucléotides qui se lient à X avec une affinité 
supérieure à la moyenne peuvent être séparés des autres oligo- 


nucléotides par différents techniques, dont la chromatographie 
d'affinité (Section 6-3C), X étant lié à une matrice appropriée, 
et les complexes X-oligonucléotides étant précipités avec des 
anticorps anti X. On sépare alors de X les oligonucléotides, les- 
quels sont ensuite amplifiés par clonage ou par PCR. On répète 
ainsi plusieurs cycles (10 à 15) de sélection et d'amplification, 
ce qui donne des oligonucléotides qui se lient à X avec une très 
haute affinité, Ces derniers doivent, pour se lier à X, entrer en 
compétition avec un beaucoup plus grand nombre d'oligonu- 
cléotides de basse affinité, ce qui explique pourquoi plusieurs 
cycles d’enrichissement sont nécessaires. 

SELEX donne des résultats remarquables. Les oligonucléo- 
tides ainsi sélectionnés, qu'on appelle aptamères, se lient à X avec 
des constantes d'équilibre (écrites pour la dissociation) de l'ordre 
de 10° M si X est une protéine et entre 10° M et 10 M si X est 
une petite molécule (pour l'interaction A + B Ô À = B, la 
constante de dissociation K;, = [A][BIA + BJ). De plus, les apta- 
mères se lient à leurs molécules cibles avec une haute spécificité. 
Ainsi, dans une famille de protéines, ils ne reconnaissent que le 
membre pour la liaison duquel ils ont été sélectionnés. Les apta- 
mères peuvent interagir avec une panoplie de cibles différentes : 
ions, petites molécules, protéines, organites, voire des cellules 
intactes. Ces propriétés en font des agents d'un grand intérêt 
potentiel en diagnostic et en thérapeutique. 


A 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 D Détermination de la structure primaire des protéines 
La première étape dans la détermination de la séquence en acides 
aminés d'une protéine consiste à dénombrer les chaînes polypepti- 
diques différentes par l'analyse des groupements terminaux. Les 
ponts disulfure sont alors rompus par voie chimique, puis les diffé- 
rents polypeptides sont séparés et purifiés, et leur composition en 
acides aminés est déterminée. Les polypeptides sont alors hydroly- 
sés spécifiquement, par voie enzymatique ou chimique, en peptides 
plus petits qui sont séparés, purifiés et séquencés par la méthode 
d'Edman (automatisée), En répétant ce processus avec des méthodes 
d'hydrolyse de spécificité différentes, on obtient des peptides de 
recouvrement dont les séquences en acides aminés, comparées à 
celles des premiers fragments peptidiques, permettent de reconstituer 
la structure primaire du polypeptide initial. Celle-ci est complétée en 
établissant la position des ponts disulfure, [1 faut pour cela dégrader 
la protéine sans que ses ponts disulfure soient rompus. Puis, en 
séquençant les paires de fragments peptidiques liés par ponts disul- 
fure, on peut déduire la position de ces ponts dans la protéine 
intacte. La spectrométrie de masse permet de déterminer la masse 
moléculaire de peptides vaporisés via l'ionisation par electrospray ou 
la désorption/ionisation au laser assistée par matrice. En appliquant 
ces techniques sur deux spectromètres de masse en tandem équipés 
d'une cellule de collision, on peut obtenir rapidement la séquence 
de peptides courts. Une fois connue la structure primaire d'une pro- 
téine, ses variantes mineures, qui peuvent être dues à des mutations 
ou des modifications chimiques, peuvent être facilement décelées par 
la techninne dec cartes nrentidiones 


2 B Séquençage des acides nucléiques Les acides nucléiques 
peuvent être séquencés selon une stratégie semblable à celle utilisée 
pour les protéines. Dans la méthode par blocage de chaîne en cours de 
synthèse, l'ADN à séquencer est répliqué par une ADN polymérase en 
présence des quatre désoxynucléosides triphosphate, l'un d'eux étant 
marqué au ŸP en à, et d'une petite quantité d'un analogue didésoxy 
de l’un des nucléosides triphosphate, Ceci donne une série de chaînes 
marquées au P qui se terminent juste après la position occupée par 
la base correspondante. L'électrophorèse en gel de séquençage des 
quatre lots d'ADN côte à côte permet de séparer les fragments dont la 
longueur ne diffère que par un nucléotide. Une autoradiographie du gel 
contenant les quatre échantillons donne la séquence de bases de 
l'ADN complémentaire. L'ARN peut être séquencé en réalisant la 
séquence de son ADNc. Les méthodes automatiques, qui portent sur 
des fragments d'ADN marqués par fluorescence, accélèrent l'obten- 
tion des séquences d'ADN et rendent possible le séquençage de très 
long génomes comme le génome humain. Une stratégie classique est 
de cartographier le génome d'intérêt en séquençant un très grand 
nombre de repères tels que les sites marqueurs de séquence (STS) et 
les marqueurs de séquences exprimées (EST). Des clones YAC conte- 
nant ces points de repère sont alors coupés en fragments qui sont sous- 
clonés et séquencés, puis assemblés par ordinateur en contigs, lesquels 
sont à leur tour assemblés en chromosomes sur base des séquences 
repères. Les progrès en techniques de clonage et en informatique per- 
mettent actuellement de séquencer des génomes par clonage aléatoire. 
On peut le réaliser directement pour les génomes bactériens. Pour les 
vénomes dec enrarvotes on en clone de lones commente dane disc cher. 


mosomes artificiels de bactérie (BAC), dont les extrémités sont 
séquencées pour donner des connecteurs marqueurs de séquence 
(STC). Les inserts des BAC sont ensuite fragmentés, soumis au clo- 
nage aléatoire, séquencés et assemblés en contigs. On utilise alors les 
STC pour réunir en chromosomes, par « marche sur BAC », les inserts 
séquencés des BAC. 


3 M Évolution chimique  L'anémie falciforme est une maladie 
moléculaire qui touche les individus homozygotes pour une modifica- 
tion du gène qui code la chaîne B de l'hémoglobine. Des études par 
Carte peptidique et séquençage ont montré que cette modification pro- 
venait d'une mutation ponctuelle qui change Glu B6 en Val. Chez les 
hétérozygotes, le trait drépanocytaire confère la résistance à la mala- 
ria sans conséquences graves. Ceci explique sa haute fréquence chez 
les populations qui vivent dans des régions où sévit la malaria. Les cy- 
tochromes c de nombreuses espèces eucaryotes contiennent beaucoup 
de résidus invariants ou issus de substitutions conservatrices, Par consé- 
quent, cette protéine est bien adaptée à sa fonction. Les différences en 
acides aminés des nombreux cytochromes € ont permis de construire 
leur arbre phylogénétique, qui est identique à celui obtenu par la taxo- 
nomie classique, Lorsqu'on porte en graphique, en fonction du temps 
géologique, le nombre de différences de séquence entre protéines ho- 
mologues d'espèces voisines (si celles-ci sont issues d'un ancêtre com- 
mun selon les données paléontologiques), on trouve que les mutations 
ponctuelles « acceptées » se sont produites à une fréquence constante. 
Les protéines dont les fonctions tolèrent difficilement les changements 
de séquence ont évolué plus lentement que celles qui sont plus tolé- 
rantes à ces changements. L'étude phylogénétique de la famille glo- 
bine — la myoglobine et les chaînes & et B de l'hémoglobine — montre 
que ces protéines se sont apparues par duplication de gène. Selon ce 
processus, la fonction originale de la protéine est conservée, alors que 
la copie dupliquée manifeste une nouvelle propriété. Beaucoup, sinon 
la plupart, des protéines ont évolué par duplication de gène. 

4 B Introduction à la bioinformatique Les séquences 
d'acides nucléiques et de protéines sont déposées dans des bases de 
données dont les archives grossissent rapidement et qui sont d'accès 
libre sur le Web, L'alignement de séquences homologues renseigne sur 
leurs fonctions et leur évolution. Pour aligner des séquences de parenté 
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lointaine, il faut recourir à des algorithmes statistiques et informatiques 
sophistiqués comme BLAST, FASTA et CLUSTAL. La construction 
d'un arbre phylogénétique optimal fondé sur des alignements de sé- 
quences demande des calculs pour lesquels il n'existe pas de solution 
univoque. 


5 B Synthèse chimique de polypeptides Pour synthétiser des 
polypeptides par voie chimique, on réalise le couplage des acides ami- 
nés, l'un après l'autre, à l'extrémité N-terminale du polypeptide en 
cours de synthèse. Le groupement &-aminé de chaque acide aminé doit 
être protégé chimiquement durant la réaction de couplage, puis déblo- 
qué avant la prochaine étape de couplage. Les chaînes latérales réac- 
tives doivent également être protégées de même. mais elles ne seront 
débloquées qu'en fin de synthèse, La récupération du produit intermé- 
diaire à chacune des nombreuses étapes de la synthèse est une diffi- 
culté qu'on ne rencontre pas avec les techniques de synthèse en phase 
solide. Ces méthodes ont permis de fabriquer de nombreux polypep- 
tides biologiquement actifs et même de petites protéines en quantités 
utiles, Des polypeptides de plus grande taille peuvent maintenant être 
obtenus par la technique de ligation chimique. 


6 M Synthèse chimique d'oligonucléotides Les oligonucléo- 
tides sont requis pour les techniques de l'ADN recombinant : on peut 
les utiliser pour identifier les formes normales et mutées des gènes, ou 
pour modifier des gènes d'intérêt par mutagenèse dirigée sur un site 
donné. Des oligonucléotides de séquence définie peuvent être synthé- 
tisés selon la méthode aux phosphoramidites, un procédé en milieu 
non aqueux, en phase solide, dont on peut automatiser les cycles. Les 
puces à ADN, que l'on peut fabriquer par synthèse photolithogra- 
phique d'ADN ou par dépôt robotisé d'ADN sur un support en verre, 
trouvent des applications de plus en plus nombreuses : détection de 
polymorphismes d'un seul nucléotide, profils d'expression de gènes, 
identification d'agents infectieux. La technique SELEX permet de 
sélectionner et d'amplifier les membres d'une vaste bibliothèque de 
polynucléotides qui se lient spécifiquement à une molécule cible. Ces 
aptamères, de haute affinité et de grande spécificité pour la molécule 
cible, sont des outils prometteurs pour le diagnostic et la thérapeu- 
tique. 
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RP ES SEE ES 
PROBLÈMES 


Remarque: Les compositions en acides aminés de polypeptides dont la 
séquence est inconnue sont écrites entre parenthèses avec des virgules 
séparant les acides aminés comme dans (Gly, Tyr, Val). Les séquences dont 
les acides aminés sont connues sont écrites avec le nom des résidus dans 
l'ordre et séparés par des traits d'union; par exemple : Tyr-Val-Gly. 

1. Donnez le résultat de l'hydrolyse des peptides suivants par les 
agents indiqués. 

Ser-Ala-Phe-Lys-Pro par la chymotrypsine 
Thr-Cys-Gly-Met-Asn par NCBr 

Leu-Arg-Gly-Asp par la carboxypeptidase A 
Gly-Phe-Trp-Asp-Phe-Arg par l'endopeptidase Asp-N 

e. Val-Trp-Lys-Pro-Arg-Glu par la trypsine 

2. On soumet une protéine à l'analyse des groupements terminaux 
par le chlorure de dansyl. Les aminoacides dansylés libérés sont trouvés en 
rapport molaire de deux Ser pour une Ala. Quelles conclusions peut-on en 
tirer quant à la nature de la protéine ? 

3. Une protéine est dégradée par la carboxypeptidase B. Arg et Lys 
sont rapidement libérées, après quoi on n'observe plus de changement ; 
quelle indication ce résultat fournit-il quant à la structure primaire de la 
protéine ? 


en re 


4 Soit le polypeptide suivant : 
Asp-Trp-Val-Arg-Asn-Ser-Phe-Cys-Gin-Gly-Pro-Tyr-Met 
(a) Quels acides aminés seraient libérés après son hydrolyse acide totale ? 


(b) Quels acides aminés seraient libérés après son hydrolyse alcaline 
totale ? 


5. Avant l'introduction de la méthode d'Edman, la structure primaire 
des protéines était élucidée en réalisant des hydrolyses acides partielles. 
Les oligopeptides résultants étuient séparés et leur composition en acides 
urminés était déterminée, Soit un polypeptide dont la composition en acides 
aminés est la suivante : (Ala,. Asp, Cys. Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Trp,). Le 
traitement avec la carboxypeptiduse A n'a libéré que Leu. Par hydrolyse 
acide partielle, les oligopeptides dont la composition est La suivante ont été 
obtenus : 


(Ala. Lys) (Ala.Ser,) (Cys.Leu) 
(Ala, Lys, Trp) {Ala, Trp) (Cys, Leu, Pro) 
(Ala,Pro) (Asp, Lys, Phe) (Phe, Ser, Trp) 
(Ala, Pro, Ser) (Asp, Phe) (Ser, Trp) 
(Ser,. Trp) 


Déterminez la séquence en acides aminés du polypeptide, 

*6. Un polypeptide est souris aux techniques de dégradation sui- 
vantes qui donnent les fragments peptidiques dont les séquences sont indi- 
quées. Quelle est la structure primaire du polypeptide entier ? 

L Traitement au bromure de cyanogène : 

Asp-lle-Lys-Gin-Met 


1 

2 Lys 

3, Lys-Phe-Ala-Met 

4,  Tyr-Arg-Gly-Met 

1. Hydrolyse par la trypsine : 
5. Gin-Met-Lys 

6.  Gly-Met-Asp-lle-Lys 

7. Phe-Ala-Met-Lys 

8, Tyr-Arg 


7. Le traitement d'un polypeptide avec le dithiothréitol donne deux 
polypeptides qui ont la séquence en acides aminés suivante : 

1.  Ala-Phe-Cys-Met-Tyr-Cys-Leu-Trp-Cys-Asn 

2 Val-Cys-Trp-Val-Ic-Phe-Gly-Cys-Lys 
L'hydrolyse par la chymotrypsine du polypeptide intact donne les frag- 
ments peptidiques dont la composition en acides aminés est la suivante : 

3. (Ala. Phe) 

4, (Asa, Cvs,, Met. Tvr) 


5. (Cys, Gly, Lys) 
6.  (Cys;, Leu, Trp,, Val) 
7. (lle, Phe, Val) 
Indiquez les positions des ponts disulfure dans le polypeptide initial. 
+8. Un polypeptide ayant subi les traitements suivants a donné les 
résultats indiqués. Quelle est la structure primaire du polypeptide ? 
L  Hydrolyse acide : 
1. (Arg, Asx, Cys,, Gly, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser) 
IL. Dégradation d'Edman (un cycle): 
2 (Leu) 
3. (Ser) 
IL Carboxypeptidase A (durant un temps suffisant pour enlever 
un résidu par chaine) : 
4 (Asp) 
IV. Dithioérythritol + acide iodoacétique suivi d'hydrolyse tryp- 
sique : 
5. (Arg, Ser) 
6. (Asp, Met) 
7. (Cys, Gly, Ile, Leu, Phe, Pro) 
8. (Cys, Lys) 


V.  Dithioérythritol + 2-bromoéthylamine suivi d'hydrolyse tryp- 


9. (Arg, Ser) 
10, (Asp, Met) 
11, (Cys) 
12. (Cys, Gly, Leu) 
13. (Île, Phe, Pro) 
14. (Lys) 
VL Chymotrypsine : 
15. Pas de fragments 
VIL  Pepsine: 
16. (Arg, Asp, Cys, Gly, Leu, Lys, Met, Ser) 
17. (Ile, Phe, Pro) 
9. Un polypeptide soumis aux traitements suivants donne les résul- 
tats indiqués. Quelle est sa structure primaire ? 
L  Hydrolyse acide : 
1.  (Ala, Ang, Cys, Gix, Gly, Lys, Leu, Met, Phe, Thr) 
IL. Aminopeptidase M : 
2. Pas de fragments 
II. Carboxypeptidase À + carboxypeptidase B : 
3. Pas de fragments 
IV. Trypsine puis dégradation d'Edman des produits séparés : 
4. Cys-Gly-Leu-Phe-Arg 
5. Thr-Ala-Met-Glu-Lys 
*10. Alors que vous êtes en expédition dans la jungle amazonienne, 


vous isolez un polypeptide que vous pensez être l'hormone de croissance 
d'une araignée géante, Malheureusement, votre séquenceur portable a été 
si maltraité à l'aéroport qu'il refuse de fournir la séquence de plus de 
quatre acides aminés consécutifs. Néanmoins, vous persévérez et obtenez 
les résultats suivants : 


L  Hydrazinolyse : 
1. (Val) 


IL. Traitement au chlorure de dansyl puis hydrolyse acide : 
D Menmine.) 


IL Trypsine puis dégradation d'Edman des fragments séparés : 


(a) Donnez le maximum de renseignements concernant la séquence 
en acides aminés du polypeptide. (b) Compte tenu de l'état de votre 
séquenceur, quelle technique supplémentaire serait la plus appropriée pour 
vous permettre de compléter la détermination de la séquence du polypep- 
tide ? 


LL. Après ionisation par electrospray, le spectre de masse d'un protéine 
inconnue vous donne quatre pics sucessifs dont les valeurs m/z sont 953,9, 
894,4, 841,8, et 795,1. Quelle est la masse moléculaire de la protéine et 
quelles sont les charges ioniques des ions responsables des quatre pics ? 

12. La figure 7-41 représente l'autoradiographie d'un gel de séquen- 
çage d'un ADN séquencé par blocage de chaîne en cours de synthèse. 
Quelle est la séquence du brin matrice correspondant aux bases n°” 50 à 
100? Si vous trouvez une position à laquelle il vous semble manquer une 
bande, laissez un point d'interrogation à la place de la base indéterminée 
dans la séquence. 


#Eu +— 300 
SE® — 250 
CE 
nue 200 
su -= 
AÈSE— 150 
de 
17. 
__=- 
S +— 100 
_E 
RES | 
= — 50 
GCAT 


FIGURE 7-41 {Communiqué aimablement par Barton Slatko, New 
Englad Biolabs Inc. Beverly, Massachusetts.] 


13. À partir du Tableau 7-5, comparez les relations des champignons 
avec les plantes supérieures et les animaux. On dit souvent que les cham- 
pignons sont des plantes non vertes. À la lumière de vos analyses, cette 
classification est-elle fondée ? 

14, La B-thalassémie, maladie héréditaire due à une hémoglobine 
anormale, est répandue parmi les populations du pourtour méditerranéen et 
des régions d'Asie où la malaria est répandue (Fig. 7-20). La maladie est 
caractérisée par une diminution de la synthèse de la chaîne B de l'hémo- 
elohine. Les hétérozveotes pour le gène de La É-thalussémie. aui ont ce 
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qu'on appelle une thalassémie mineure, ne sont que légèrement affectés. 
Par contre, les homozygotes pour ce gène ont l'anémie de Cooley ou tha- 
lassémie majeure ; ils sont si gravement atteints qu'ils ne survivent pas au- 
delà de l'enfance. Environ 1 % des enfants nés dans les régions où sévit la 
malaria autour de la mer Méditerranée souffrent de l'anémie de Cooley, 
Pourquoi supposez-vous que le gène de la B-thalassémie est si répandu 
dans cette région ? Justifiez votre réponse. 


15. Les plantes légumineuses synthétisent une globine monomérique 
qui fixe l'oxygène appelée leghémoglobine (Section 26-6). À partir de vos 
connaissances en biologie, dessinez l'arbre de l'évolution des globines 
(Fig. 7-24) en y incluant la leghémoglobine à la position la plus vraisem- 
blable. 


16. Étant donné que les mutations ponctuelles sont dues essentielle- 
ment à des modifications chimiques qui sont le fait du hasard, on pourrait 
croire que la vitesse à laquelle les mutations apparaissent dans un gène qui 
code une protéine varie avec la taille du gène (nombre d'acides aminés spé- 
cifiés par le gène). Toutefois, même si les vitesses auxquelles les protéines 
évoluent varient fortement, ces vitesses semblent indépendantes de la taille 
de la protéine. Expliquez pourquoi. 

17. Établissez les matrices de points des macromolécules suivantes 
avec elles-mêmes : (a) Un peptide de 100 résidus possédant des segments 
pratiquement identiques des positions 20 à 40 et 60 à 80, (b) Un ADN 
palindromique de 100 nucléotides. 


*18. (a) Avec la matrice de substitution du logarithme des cotes PAM- 
250 et l'algorithme Needleman-Wunsch, trouvez le meilleur alignement 
des peptides PORSTV et PDLRSCPSV. (b) Quel est son indice d'aligne- 
ment avec une pénalité pour les intervalles fixée à -8 lorsqu'on introduit 
un imervalle et à -2 pour chaque « résidu » introduit dans cet intervalle ? 
(c) Quel est son indice d'alignement normalisé (NAS) avec un indice de 10 
pour chaque identité, de 20 pour chaque position Cys identique, et de -25 
pour chaque intervalle ? (d) Cet NAS suggère-t-il une homologie ? Expli- 
quez. 


19. Vous devez identifier une protéine inconnue, Après digestion par la 
trypsine et dégradation d'Edman, un des fragments peptidiques vous donne 
la séquence GI WGEDTLMEYLENPK. Avec BLAST, établissez l'identité 
{ou les identités) la plus probable pour la protéine en question. [Pour une 
recherche sur le serveur BLAST, visitez http:/www.ncbi.nim.nih.gov/ 
blast/ et sous « Protein BLAST » cliquez sur le lien « standard protein-pro- 
tein BLAST [blastp] » (qui est BLAST pour comparer une séquence d'in- 
terrogation en acides aminés avec une séquence protéique des bases de 
données). Dans la fenêtre qui apparaît. introduisez la séquence ci-dessus 
(sans espacements ni ponctuation) dans l'encadré « séquence », sélection 
nez «nr» dans le menu «Choose database » et cliquez sur le bouton 
« BLAST! ».] 


20. Un dodo déshydraté (oiseau disparu au dix-huitième siècle) dans 
un état de conservation raisonnable a été trouvé dans une grotte de l'île 
Maurice, On vous en a donné un échantillon de tissu afin de faire des ana- 
lyses biochimiques et vous avez réussi à séquencer son cytochrome c. La 
matrice des différences en acides aminés pour un certain nombre d'oi- 
seaux, y compris le dodo, est donnée ci-dessous : 


Poule, dinde 0 

Pingouin 2 0 

Pigeon 4 4 0 

Canard de Pékin 3 3 3 0 

Dodo 4 4 2 3 0 


(a) Dressez l'arbre phylogénétique de ces oiseaux par la méthode 
N:-J, (b) Duquel des autres oiseaux le dodo semble-t-1l le plus proche ? 
(c) Quelle information supplémentaire vous faudrait-il pour trouver la 
racine de cet arbre ? Sans calcul supplémentaire, donnez les possibilités les 
plus probables. 

21. Lors d'un incident tragique, le dodo déshydraté (cf. problème 20) 
a été mangé par un chat. La séquence du cytochrome « du dodo que vous 
aviez déterminée vous laisse penser que ce cytochrome a certaines pro- 
priétés biochimiques uniques. Afin de vérifier cette hypothèse, vous êtes 
obligé de synthétiser le cytochrome c du dodo par voie chimique. Comme 
d'autres cytochromes « aviaires, celui du dodo comporte 1(M résidus 
d'acides aminés. En proietant de faire cette synthèse en phase solide. vous 
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pensez obtenir un rendement de 99,7 % pour chaque étape de couplage et 
de 99,3 % pour chaque étape de déblocage. La libération du polypeptide de 
la résine et les étapes de déblocage des chaînes latérales devraient donner 
80% de produit récupéré, (a) Si vous synthétisez en une fois le polypep- 
tide complet, quel est le pourcentage de l'acide aminé C-terminal original 
lié à La résine qui formera un cytochrome c de dodo inchangé ? (b) Vous 
avez découvert que le cytochrome c du dodo possède un résidu Cys en 
position 50, Quel serait le rendement total si vous utilisez la réaction de 
ligation chimique native (supposez pour celle-ci un rendement de 75%) 
pour synthétiser le cytochrome « du dodo ? Comparez le rendement avec 


celui de la stratégie proposée en a ci-dessus et discutez-en les implications 
pour la synthèse de longs polypeptides. 

22. Vous avez fabriqué une puce à ADN présentant quatre rangées et 
dix colonnes dans laquelle la Mième colonne contient des ADN de 
séquence 5'-GACCTGACGT-3" mais avec une base différente à la Mième 
position pour chacune des quatre rangées (de haut en bas, G, À, T, et C). 
Dessinez l’image de La puce après hybridation avec de l'ARN marqué par 
fluorescence et dont la séquence est (a) 5-ACGUCAGGUC-3" et 
{b) 5'-ACGUCUGGUC-3". 
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Les propriétés d'une protéine dépendent essentiellement de sa 
structure tridimensionnelle. On pourrait supposer naïvement que, 
les protéines étant constituées des mêmes vingt résidus d'acide 
aminé bllac ant nratinnement lac mêmes nrnnriétée Th fait lac 


Structures 
tridimensionnelles 


protéines 


protéines dénaturées (dépliées) ont des caractéristiques assez voi- 
sines, résultat d'une répartition « statistique » homogène de leurs 
chaînes latérales se projetant au hasard. Toutefois, la structure tri- 
dimensionnelle d'une protéine native (structure physiologique 
repliée) est déterminée par sa structure primaire si bien qu'elle pré- 
sente un ensemble unique de propriétés. 

Dans ce chapitre, nous étudierons les caractéristiques structu- 
rales des protéines, les forces qui maintiennent leur cohésion, et 
leur organisation hiérarchique qui aboutit à des structures com- 
plexes. Cette étude s'avère indispensable pour comprendre les 
relations structure-fonction qui permettent d'appréhender les rôles 
biochimiques des protéines. L'étude détaillée du comportement 
dynamique des protéines et de leur repliement pour acquérir leurs 
structures natives ne sera vue qu'au Chapitre 9. 


1 M STRUCTURE SECONDAIRE 


La structure secondaire d'un polymère correspond à la confor- 
mation locale de son squelette. Dans le cas des protéines, ceci 
conduit à définir les motifs issus du repliement régulier du sque- 
lette polypeptidique : hélices, feuillets plissés, et coudes. Toutefois, 
avant d'étudier ces motifs structuraux de base, considérons les pro- 
priétés géométriques du groupement peptidique car sa compréhen- 
sion est indispensable à celle de toute structure qui le contient. 


A. Le groupement peptidique 


Dans les années 1930 et 1940, Linus Pauling et Robert Corey ont 
déterminé par rayons X les structures de plusieurs acides aminés 
et de dipeptides pour rechercher les contraintes structurales impo- 


cépe any confnrmartinne d'une chaîne nalunaentidinne (oc étndlece 
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ont montré que le groupement peptidique possède une structure 
plane rigide (Fig. 8-1) due, Pauling l'a montré, à des interactions 
en résonance qui conférent à la liaison peptidique un caractère 
partiel — environ 40 % - de double liaison : 


0 Le) 
Il | 
DUR LÉ Nats 
M 
H H 


Cette explication est confirmée par les observations suivantes : la 
liaison C—N d'une liaison peptidique est plus courte de 0,13 À 
que sa liaison simple N—C,, et sa liaison C = O est plus longue de 
0,02 À que celle des aldéhydes et des cétones. L'énergie de réso- 
nance d'une liaison peptidique atteint sa valeur maximum, environ 
85 kJ:mol!, quand le groupement peptidique est plan car le 
recouvrement de sa liaison x est maximum sous cette conforma- 
tion. Ce recouvrement, et donc l'énergie de résonance, s'annulent 
si la liaison peptidique fait un angle de 90° par rapport au plan, ce 
qui explique la rigidité du groupe peptidique plan. (La charge posi- 
tive de cette structure en résonance est purement formelle: la 
mécanique quantique nous apprend que l'atome N du peptide pos- 
sède en fait une charge négative partielle qui provient de la pola- 
risation de la liaison C—N 6.) 

Les groupements peptidiques, sauf quelques exceptions, pré- 
sentent la conformation trans : les C, qui se suivent sont de part 
et d'autre de la liaison peptidique qui les unit (Fig. 8-1). Ceci 
résulte en partie de l'interférence stérique qui rend la conformation 
cis (Fig. 8-2) moins stable — environ 8 kJ-mol"! — que la confor- 
mation trans (cette différence est un peu moins grande dans les 
liaisons peptidiques suivies par un résidu Pro; en fait, environ 
10% des résidus Pro d'une protéine suivent une liaison peptidique 
cis, alors qu'on ne trouve que très rarement des peptides cis. 


a. Les conformations du squelette peptidique peuvent être 

décrites par leurs angles de torsion 

Les considérations ci-dessus sont importantes car elles signi- 
fient que le squelette d'une protéine est une succession de groupes 
peptidiques plans rigides liés entre eux (Fig. 8-3). Par conséquent, 
la conformation du squelette d'un polypeptide est déterminée par 
les valeurs des angles de torsion (angles de rotation ou angles 
dièdres) autour de la liaison C,—N (6) et de la liaison C,—C (wy) 
de chacun de ses résidus d'acide aminé. Par convention, la valeur 
des angles à et y est égale à 180° quand la chaîne polypeptidique 
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FIGURE 8-1 Le groupement peptidique trans. Les dimensions 
standard (en angstrüms, À, et degrés,”) de ce groupement planaire ont 
été calculées en faisant les moyennes des résultats de déterminations de 
structure par rayons X d'acides aminés et de peptides. [D'après Marsh, 
RE. et Donohue, 1., Adv. Protein Chem, 22, 249, (1967).] 


FIGURE 8-2 Le groupement peptidique cis. 


est dans sa conformation plane en pleine extension (tout-trans) et 
augmente par rotation dans le sens de déplacement des aiguilles 
d'une montre observée depuis le C,, (Fig. 8-4). 

Plusieurs contraintes stériques s'exercent sur les angles de tor- 
sion à et y d'un squelette polypeptidique, ce qui restreint ses pos- 
Sibilités de conformation. La structure électronique d'une simple 
liaison (a) telle qu'une liaison C—C est cylindrique et symétrique 


FIGURE 8-4 Degrés de liberté dans la torsion d'une unité pepti- 
dique. Les seules possibilités de mouvement permises sont les rotations 
autour de la liaison C,—N (6) et de la liaison C,,—C (w). Les angles de 
torsion sont tous les deux égaux à 180° dans la conformation représentée 
et augmentent, comme indiqué, dans le sens du déplacement des aiguilles 
d'une montre quand ils sont vus depuis le C,.. [Copyright Irving Geis.] 


autour de son axe, ce qui devrait permettre une libre rotation 
autour d'une telle liaison. Si tel était le cas, on devrait trouver dans 
l'éthane, par exemple, tous les angles de torsion possibles autour 
de la liaison C—C. Cependant, certaines conformations de 
l'éthane sont favorisées à cause des effets quantiques dus à l'in- 
teraction des orbitales moléculaires. La conformation décalée 
(Fig. 8-5a ; angle de torsion de 180°) est la disposition de l'éthane 
la plus stable. À l'inverse, la conformation éclipsée (Fig. 8-5b: 
angle de torsion de 0°) est moins stable, La différence d'énergie 
entre les conformations décalée et eclipsée de l'éthane est environ 
de 12 kJ:mol'!, ce qui constitue une barrière énergétique qui 
s'oppose à la libre rotation autour d'une simple liaison C—C, Des 
substituants autres que l'hydrogène apportent des interférences 
stériques supérieures, d'où une augmentation de la hauteur de cette 
barrière énergétique en raison de leur plus grand encombrement. 
Avec des substituants de grande taille, certaines conformations se 
trouvent cérinnement interdites 
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FIGURE 8-5 Conformations de l'éthane. Projections de Newman mon- 
trant (a) la conformation décalée et (h) la conformation éclipsée de 
l'éthane, 


b. Les conformations de polypeptides permises sont 
données dans le diagramme de Ramachandran 

On peut déterminer les valeurs de 6 et w stériquement possibles 
en calculant les distances entre les atomes d'un tripeptide pour 
toutes les valeurs de 6 et w de l'unité peptidique centrale. Les 
conformations stériquement interdites, comme celle représentée 
dans la Fig. 8-6, sont celles où la distance séparant deux atomes 
non liés est inférieure à sa distance de van der Waals correspon- 
dante. De tels renseignements sont résumés dans une carte de 
conformation ou diagramme de Ramachandran (Fig. 8-7), une 
invention de G. N. Ramachandran. 

On voit sur la Fig. 8-7 que - 75 % des zones de ce diagramme 
(la plupart des combinaisons de à et de W) sont inaccessibles, sur 
le plan conformationnel, à une chaîne polypeptidique. Les 
quelques régions qui correspondent à des conformations autorisées 
dépendent des valeurs des rayons de van der Waals choisies pour 
les calculer. Mais si l'on s'en tient aux valeurs les plus vraisem- 
blables telles que celles données dans le Tableau 8-1, seules trois 
petites régions de la carte de conformation sont physiquement 
accessibles à une chaîne polypeptidique. Néanmoins, comme nous 
allons le voir, tous les types courants de structures secondaires 
régulières que l'on trouve dans les protéines se situent à l'intérieur 
des régions autorisées du diagramme de Ramachandran. De fait, 
les angles conformationnels observés pour la plupart des résidus 


FIGURE 8-6 Interférence stérique entre résidus adjacents. La colli- 


sion entre un oxygène du carbonyl et l'hydrogène de l'amide qui suit 
empêche Lu conformarion 6 = A uw = UP [IConvrieht frvine Geis | 
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FIGURE 8-7 Le diagramme de Ramachandran. On y trouve les 
valeurs d'angles à et y stériquement permises pour la poly-L-alanine. La 
représentation a été calculée d'après les distances de van der Waals du 
Tableau 8-1. Les régions où les angles 6 et w sont « normalement autori- 
sés » sont ombrées en bleu, tandis que les régions ombrées en vert corres- 
pondent à des conformations qui ont des distances de van der Waals 

« limites », Les angles conformationnels, @ et w, de plusieurs structures 
secondaires sont indiqués ci-dessous : 


Structure secondaire + (deg) Ÿ (deg) 
Hélice & de pas à droite (æœ) -57 47 
Feuillet plissé B parallèle (TT) -119 113 
Feuillet plissé B antiparallèle (TL) -139 135 
Hélice 3,, de pas à droite (3) —49 26 
Hélice # de pas à droite (x) -57 -70 
Ruban 2.2, (2) -78 59 
Hélices de polyglycine de pas à gauche II 

et de poly-L-proline (11) (11) -79 150 
Collagène (C) -$1 153 
Hélice & de pas à gauche (@, ) 57 47 


[D'après Flory, PJ., Sratisrical Mechanics of Chain Molecules, p, 253, 
Imerscience (1969); er IUPAC-IUB Commission on Biochemical 
Nomenclature, Biochemistry 9, 3475 (1970.] 


sauf Gly, dans les protéines dont la structure par rayons X a été 
déterminée, se trouvent dans ces régions autorisées (Fig, 8-8). 

La plupart des points qui se trouvent dans les zones interdites 
de la Fig. 8-8 se situent entre les deux régions parfaitement auto- 
risées proches de w = 0. Cependant, ces conformations « inter- 
dites », dues à la collision de groupes amide successifs, sont auto- 
risées si des torsions de quelques degrés seulement autour de la 
liaison peptidique sont permises. Ce n'est pas inconcevable car la 
liaison peptidique supporte assez bien de petites déformations de 
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FIGURE 8-8 Angles conformationnels dans les protéines. Distribution 
des angles conformationnels de tous les résidus sauf Gly et Pro dans 

12 structures précises déterminées par rayons X à haute résolution avec 
superposition de la représentation de Ramachandran, [D'après Richard- 
son, LS. et Richardson, D.C., in Fasman, G.D. (Éd.), Prexliction of Pro- 
tein Structure and the Principles of Protein Conformation, p. 6, Plenum 
Press (1989).] 


Tableau 8-1 Distances de van der Waals pour les contacts inter- 
atomiques 


Type de contact Normalement permise (À) Limite extrême (À) 
H..-H 20 1,9 
H:..0 24 22 
H:..N 24 22 
H:..C 24 22 
0:.-0 27 2.6 
O:..N 27 26 
0:..C 28 27 
N::.N 27 26 
N:.C 29 28 
C-.:C 3,0 29 
C-..CH, 32 3,0 
CH,:--CH, 32 3,0 

Source : Ramachandran, G.N. et Sasisekharan, V., Adv. Protein Chem. 23, 326 
(1968). 


Gly, le seul résidu sans atome C4, est beaucoup moins encom- 
bré que les autres résidus d'acide aminé. Ceci devient évident 
lorsque l’on compare le diagramme de Ramachandran pour Gly 
dans une chaîne polypeptidique (Fig. 8-9) avec celui d'autres rési- 
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FIGURE 8-9 Représentation de Ramachandran pour les résidus Gls 
dans une chaine polypeptidique. Les régions + normalement 
autorisées» sont ombrées en bleu, tandis que les régions ombrées en vert 
Correspontient aux distances de van der Waals « limites », Les résidus Gly 
ontune liberté conformationnelle beaucoup plus grande que les autres 
résidus d'acide aminé (plus volumineux) comme le montre La comparai- 
son de cette figure avec la Fig. 8-7. [D'après Ramachandran, G.N, et 
Sasisckharan, V., Ady. Protein Chem. 23, 332 (1968).] 


FIGURE 8-10 Exemples d'hélices. [lustrations du pas, p, de l'hélice, 
du nombre d'unités se répétant par tour, n, ét de la translation de l'hélice 
par unité répétée, d = pin, On définit les hélices de pas à droite et de pas 
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squelette polypeptidique fait un coude aigu, ce qui, avec d'autres 
résidus, amènerait des interférences d'ordre stérique. 

La Figure 8-7 a été établie pour trois résidus Ala consécutifs. 
Des diagrammes analogues sont obtenus à partir de résidus plus 
grands et dont le Cy n'est pas substitué, tels que Phe. Les dia- 
grammes de Ramachandran établis à partir de résidus substitués 
sur le Cp, tels que Thr, présentent des régions autorisées plus 
petites que pour Ala. La chaîne latérale cyclique de Pro a des 
valeurs de © limitées à la zone -60° + 25°, ce qui fait de Pro, et ce 
n'est pas une surprise, le résidu le plus limité sur le plan confor- 
mationnel. Les conformations des résidus dans des chaînes plus 
longues qu'un tripeptide sont encore plus restreintes que ne l'in- 
dique la représentation de Ramachandran car, par exemple, une 
chaîne polypeptidique ne peut prendre une conformation qui 
l'obligerait à se traverser. Nous verrons cependant, malgré les res- 
trictions importantes imposées par le caractère plan de la liaison 
peptidique et par l'encombrement des chaînes latérales sur les 
conformations d'une chaîne polypeptidique, qu'à chaque structure 
primaire unique correspond une structure tridimensionnelle 
unique, 


B. Structures en hélice 


Les hélices sont les éléments les plus frappants de la structure 
secondaire des protéines. Si une chaîne polypeptidique tourne 
d'un même angle à chacun de ses atomes C,,, elle prend une 
conformation hélicoïdale, Plutôt que par la valeur de ses angles 
® et w, une hélice peut être caractérisée par le nombre, nr, d'uni- 
tés peptidiques par tour d'hélice, et par son pas, p, c'est-à-dire 
la translation par tour. Plusieurs exemples d'hélices sont repré- 
sentés dans la Fig. 8-10. Remarquez qu'une hélice est chirale, 


T 


n=-3 


n=3 


tive. Pour n = 2, l'hélice dégénère pour prendre la forme d'un ruban non 
Chiral. Pour p = 0, l'hélice dégénère pour former un anneau fermé, 
[Copyright Irving Geis.] 
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FIGURE 8-11 L'hélice & de pas à droite, Les liaisons hydrogène entre 
les groupements N—H et les groupements C—0O qui se trouvent quatre 
résidus en arnère sur la chaine polypeptidique sont indiquées par des 
lignes en pointillés, [Copyright Irving Geis.] 


c'est-à-dire qu'elle peut être de pas à droite ou de pas à gauche 
(une hélice droite tourne dans le sens d'enroulement des doigts 
de la main droite lorsque le pouce pointe le long de l'axe de 
l'hélice dans la direction où l'hélice s'élève). De plus, dans les 
protéines, # n'est pas forcément, et est en fait rarement, un 
nombre entier. 


Une hélice polypeptidique doit, naturellement, avoir des angles 
de conformation situés dans les régions autorisées du diagramme 
de Ramachandran. Comme nous l'avons vu, cela limite fortement 
les possibilités. En outre, pour avoir une existence durable, une 
conformation particulière doit être plus qu'autorisée, elle doit être 
stabilisée. La « colle » qui stabilise les hélices ainsi que les autres 
structures secondaires est, en partie, constituée de liaisons hydro- 
gène. 


a. L'hélice & 

Une seule conformation polypeptidique hélicoïdale présente à 
la fois les angles de conformation autorisés et un ensemble de liai- 
sons hydrogène favorable : l'hélice & (Fig. 8-11), un arrangement 
de la chaîne polypeptidique particulièrement rigide. Sa découverte 
par Pauling en 1951 constitue un des jalons de la biochimie struc- 
turale, 

Pour un polypeptide formé de résidus de L-x-aminoacides, 
l'hélice & est droite avec des angles de torsion @ = -57° et y = 
47°, n = 3,6 résidus par tour et un pas de 5,4 À. (Une hélice 
formée de D-&-aminoacides est l'image en miroir de celle formée 
de L-a-aminoacides : elle est gauche avec des angles de confor- 
mation à = +57° et y = +47°, et n = -3,6, mais la valeur de p 
est identique.) 

On voit sur la Fig. 8-11 que les liaisons hydrogène de l'hélice 
a sont disposées de sorte que la liaison peptidique N—H du n°* 
résidu est dirigée le long de l'hélice vers le groupement C = O du 
résidu (1 — 4). Il s'établit ainsi une liaison hydrogène forte qui a 
presque la distance optimum de 2,8 À entre N et O. De plus, le 
cœur de l'hélice est très compact ; les atomes qui s'y trouvent éta- 
blissent des interactions de van der Waals à travers l'hélice, d'où 
des énergies d'association maximales (Section 8-4A). Les groupe- 
ments R, dont les positions, comme nous l'avons vu, ne sont pas 
entièrement en accord avec la représentation de Ramachandran, se 
projettent tous en arrière (vers le bas dans la Fig. 8-11) et à l'ex- 
térieur de l'hélice afin d'éviter les interférences stériques avec le 
squelette polypeptidique et entre eux. La Fig. 8-12 montre égale- 
ment une telle disposition. En fait, la principale raison pour 
laquelle l’hélice gauche n’a jamais été observée (ses paramètres 
sont à la limite de l'interdiction ; Fig. 8-7) est due aux contacts trop 
étroits qui s'établiraient entre ses chaînes latérales et son squelette 
polypeptidique. Notez cependant que 1 à 2% des résidus indivi- 
duels autres que Gly prennent cette conformation dans les pro- 
téines (Fig. 8-8). 

L'hélice & est un élément de structure secondaire classique, 
aussi bien dans les protéines fibreuses que dans les protéines glo- 
bulaires. Dans ces dernières, les hélices @ comportent, en 
moyenne, environ 12 résidus, ce qui correspond à plus de trois 
tours d'hélice et à une longueur de 18 À. Toutefois, on a observé 
des hélices a qui ont jusqu'à 53 résidus, 


b. Autres hélices polypeptidiques 

La Figure 8-13 montre comment des hélices polypeptidiques 
stabilisées par liaisons hydrogène peuvent être construites. Les 
deux premières, la forme ruban 2,2, et l'hélice 3,, sont désignées 
par le symbole n,, où n, comme précédemment, indique le nombre 
de résidus par tour d'hélice, et m est le nombre d'atomes, y com- 
pris H, se trouvant dans la boucle fermée par une liaison hydro- 
gène. D'après cette convention, l'hélice & est une hélice 3,6,4. 
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FIGURE 8-12 Représentation stéréo en modèle plein d'un segment d'oxygène en rouge, et les atomes d'hydrogène en blanc. Les chaînes 
en hélice a de myoglobine de cachalot (son hélice E) déterminée en latérales sont en jaune. Des conseils pour visualiser des représentations 
analysant de la structure par rayons X. Dans la chaîne principale, les stéréo sont donnés dans l'appendice de ce chapitre 


atomes de carbone sont en vert, les atomes d'azote en bleu, les atomes 


FIGURE 8-13 Schéma des liaisons hydrogène de plusieurs hélices une liaison hydrogène avec les groupements C=0O des résidus » — 2, 
polypeptidiques. Dans les exemples donnés, la chaîne polypeptidique n-3,n-4,oun-5, [Copyright Irving Geis.] 
forme une spire de sorte que le groupement NH d'un résidu n forme 
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Hélice « 
FIGURE 8-14 Deux hélices polypeptidiques qui se présentent occa- 
sionnellement dans les protéines, comparées à l'hélice & que l'on 
trouve fréquemment. (a) L'hélice 3,, est caractérisée par 3.0 unités pep- 
tidiques par tour et un pas de 6,0 À, ce qui la rend plus mince et plus 


L'hélice droite 3,, (Fig. S-14a), dont le pas est de 6,0 À, est 
plus étroite et pentue que l'hélice « (Fig. 8-14b), Ses angles de tor- 
sion la placent dans une zone légèrement «interdite» du dia- 
gramme de Ramachandran, assez proche de celle de l’hélice & 
(Fig. 8-7) et ses groupements R sont l'objet de quelques interfé- 
rences stériques. Ceci explique pourquoi l'hélice 3,, ne se ren- 
contre qu'occasionnellement dans les protéines, sous forme de 
courts segments souvent déformés par rapport à la conformation 
3,0 idéale. L'hélice 3,, apparaît le plus souvent comme un simple 
coude qui relie l'extrémité d'une hélice «& et la région adjacente 
d'une chaîne polypeptidique. 

L'hélice # (hélice 4,4,,), qui présente également une confor- 
mation légèrement «interdite » (Fig. 8-7), n'est que rarement 
observée et uniquement comme segments d'hélices plus longues. 
Ceci est dû, probablement, à ce que sa conformation relativement 
large et plate (Fig. 8-14c) entraine la présence d'un trou axial trop 
petit pour admettre des molécules d'eau mais trop large pour que 
s'établissent des interactions de van der Waals à travers l'axe de 
l'hélice; cela limite sérieusement sa stabilité par rapport à des 


% 


Hélice # 
allongée que l'hélice «&. (b) L'hélice & a 3,6 unités peptidiques par tour et 
un pas de 5,4 À (voir aussi la Fig. 8-11). (c) L'hélice x, avec 4,4 unités 


peptidiques par tour et un pas de 5,2 À, est plus large et plus courte que 
l'hélice &, Les plans peptidiques sont indiqués.[Copyright Irving Geis.] 


conformations plus compactes. Le ruban 2,2,, dont les angles de 
conformation (cf. Fig. 8-7) sont fortement prohibitifs, n’a jamais 
été observé. 

Certains homopolypeptides synthétiques prennent des confor- 
mations qui sont des modèles pour des hélices de protéines prti- 
culières. La polyproline est incapable de prendre une structure 
secondaire classique en raison des contraintes conformationnelles 
imposées par ses chaînes latérales pyrrolidine cycliques. De plus, 
l'absence d'un substituant hydrogène sur l'azote de son squelette 
rend impossible toute stabilisation par liaison hydrogène. Néan- 
moins, dans des conditions appropriées, la polyproline en solu- 
tion précipite sous forme d'une hélice gauche de peptides tout- 
trans qui a 3,0 résidus par tour d'hélice et un pas de 9,4 À 
(Fig. 8-15), Cette conformation plutôt en extension permet aux 
chaînes latérales de Pro de s'éviter. Assez curieusement, la poly- 
glycine, le polypeptide le moins contraint, précipite sous forme 
d'une hélice dont les paramètres sont pratiquement identiques à 
ceux de la polyproline, le polypeptide le plus contraint sur le 
plan conformationnel (même si l'hélice de la polyglycine peut 
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FIGURE 8-15 L'hélice de la polyproline IL La FIGURE 8-16 Feuillets plissés B. Les liaisons hydrogène sont indiquées par des lignes en poin- 


polyglycine forme une hélice pratiquement iden- 
tique (polyglycine IH). [Copyright Irving Geis}. 


être droite ou gauche puisque Gly n'est pas chirale). Les struc- 
tures des hélices de la polyglycine et de la polyproline ont une 
signification biologique car elles constituent le motif structural 
de base du collagène, protéine structurale qui contient de fortes 
proportions de Gly et de Pro (Section 8-2B). 


C. Les structures B 


En 1951, l'année où Pauling et Corey proposèrent l'hélice @, 
ils postulèrent également l'existence d’une structure secondaire 
polypeptidique différente, le feuillet plissé B. Comme pour l’hé- 
lice &, la conformation du feuillet B a des angles à et y successifs 
qui se situent dans la région autorisée du diagramme de Rama- 
chandran (Fig. 8-7) et elle utilise le maximum de liaisons hydro- 
gène possibles du sauelette nolvnentidiaue. Dans les feuillets nlis- 


tillés. Les chaînes latérales ne sont pas représentées pour plus de clarté. (a) Feuillet plissé B antipa- 
rallèle. {b) Feuillet plissé B parallèle, [Copyright Irving Geis.] 


sés B, cependant, les liaisons hydrogène s'établissent entre 
chaînes polypeptidiques voisines plutôt qu'à l'intérieur d'une 
chaîne comme dans les hélices «x. 

Les feuillets plissés B présentent deux variétés : 


1. Le feuillet plissé B antiparallèle, dans lequel les chaines 
polypeptidiques voisines unies par liaisons hydrogène sont diri- 
gées en sens inverse l’une par rapport à l’autre (Fig. 8-16). 

2. Le feuillet plissé B parallèle, dans lequel les chaînes 
unies par liaisons hydrogène sont dirigées dans le même sens 
(Fig. 8-16b). 

Les conformations qui permettent à ces structures B d'établir un 
nombre de liaisons hydrogène maximum diffèrent quelque peu de 
celles d’un polypeptide en pleine extension (d = w = +180°) 
comme l'indique la Fig. 8-7, Elles présentent donc en apparence 
des bords ondulés ou nlissés (Fie. &$-17) d'où l'annellation 
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« feuillet plissé ». Dans cette conformation, les chaînes latérales 
successives d'un polypeptide se projettent de part et d'autre du 
feuillet plissé, la distance entre deux résidus étant de 7,0 À. 

Les feuillets B sont des motifs structuraux fréquents dans les 
protéines. Dans les protéines globulaires, ils représentent de 2 à 
15 segments polypeptidiques, soit une largeur moyenne d'environ 
25 À, le nombre moyen étant de 6 segments. Les chaînes poly- 
peptidiques dans un feuillet plissé peuvent avoir jusqu'à 15 résidus 
de long, la moyenne étant de 6 résidus, soit une longueur d'envi- 
ron 21 À. On trouve, par exemple, un feuillet B antiparalièle à 
6 segments dans la concanavaline À (Fig. 8-18), protéine du hari- 
cot sabre. 

Les feuillets B parallèles de moins de cing segments sont rares 
Ce constat suggère que les feuillets B parallèles sont moins stables 
que les feuillets B antiparallèles, probablement parce que les liai- 
sons hydrogène des feuillets parallèles sont déformées comparées 
à celles des feuillets antiparallèles (Fig. 8-16). On trouve couram- 
ment des feuillets B où coexistent les dispositions parallèle et anti- 
parallèle, bien que seulement -20 % des segments des feuillets [; 
présentent des liaisons parallèles d'un côté et antiparallèles de 
l'autre, plutôt que les 50 % que l'on attendrait si cette coexistence 
se faisait au hasard. 

Les feuillets B des protéines globulaires font invariablement un 
tour de pas à droite accentué lorsqu'on les observe le long de leurs 
segments polypeptidiques (voir Fig. 8-19), De tels feuillets B tour- 
nants sont des éléments architecturaux importants pour les pro- 
téines globulaires car les feuillets forment souvent leurs noyaux 
centraux (Fig. 8-19), Des calculs sur l'énergie de conformation 


FIGURE 8-17 Feuillet plissé B antiparallèle à deux segments repré- 
senté pour mettre en évidence son aspect plissé. Les lignes en poin- 
tillés indiquent les liaisons hydrogène. Noter que les groupements R 
thoules en violet) de chaque chaine polypeptidique se projettent alternati- 
vement sur les côtés opposés du feuilles et qu'ils sont en phase sur les 
chaines adjacentes. [Copyright Irving Geis.] 


FIGURE 8-18 Représentation en 
modèle compact stéréo des six seg- 
ments en feuillet plissé B antiparallèle 
de la concanavaline A du haricot 
sabre déterminée par analyse de La 
structure par rayons X. Dans la chaîne 
principale, les atomes de carbone sont 
en vert, les atomes d'azote en bleu, les 
momes d'oxygène en rouge et les 
atomes d'hydrogène en blanc. Les grou- 
pements R sont représentés par des 
grosses boules en violet. Des conseils 
pour visualiser des représentations stéréo 
sont donnés dans l'appendice de ce cha- 
maitre. 


in que le tour de pas à droite d'un feuillet B est la consé- 
quence diner sans liaison entre les résidus de 
Laminoacides chiraux des chaînes polypeptidiques en extension 
Ces interactions tendent à donner aux chaînes poly- 
tidiques une légère torsion hélicoïdale de pas à droite 
$- ) qui déforme et donc affaiblit les liaisons hydrogène 
du feuillet B. La géométrie particulière d'un feuillet 
le résultat d'un compromis entre F optimisation des 


de ses liaisons hydrogène. 

(connectivité) des segments polypeptidiques d'un 
peut être très complexe : les liens de connexion de ces 
sont souvent constitués de longues portions de la 
olypeptidique qui contiennent fréquemment des hélices 
(soir Fig. 8-19), Le lien qui relie deux segments antiparallèles 
ce fs équivaut topologiquement à un simple virage en 
‘épingle cheveux (Fig, 8-20u). Toutefois, des segments parallèles 
en doivent être réunis par un enjambement qui sort du plan 
du B. De telles connexions présentent presque toujours une 
héliamidate da mue à denite (io Ut Annt nn none 


 etenott 
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FIGURE 8-19 Repliement de la chaine polypeptidique dans les pro- 
téines montrant le tour de pas à droite des feuillets B. Les squelettes 
polypeptidiques sont représentés par des rubans, les hélices @ par des 
spirales, et les segments de feuillets B par des flèches dirigées vers l'ex- 
trémité C-terminale, Les chaînes latérales ne sont pas représentées. 

(a) Carboxypeptidase A de bœuf, une protéine de 307 résidus, qui pré- 
sente huit segments de feuillets B mélangés qui forment une surface 
incurvée en forme de selle avec un pas à droite. (h) La triose phosphate 
isomérase, enzyme de 247 résidus extraite du muscle de poulet, qui 
contient un feuillet B de huit segments parallèles formant une structure 
cylindrique appelée tonneau B [vue d'en haut (à gauche) et de côté (à 
droite}]. Remarquer que les connexions par enjambement entre les se- 
ments successifs du tonneau f, qui sont essentiellement des hélices «x, se 
trouvent à l'extérieur du tonneau B et ont une direction hélicoïdale de pas 
à droite. [D'après des dessins de Jane Richardson, Duke University. Par- 
tie a basée sur une structure par rayons X due à William Lipscomb, Har- 
vard University. PDBid 3CPA. Partie b basée sur une structure par rayons 
X due à Davis Phillips, Oxford University, U. K. PDBid 1TIM (la défini- 
tion de PDBid est donnée dans la Section 8-3C).] 


{a) (b) 


FIGURE 8-20 Connexions entre segments polypeptidiques adjacents 
dans les feuillets plissés B. (a) La connexion en épingle à cheveux entre 
deux segments antiparallèles se trouve dans le plan du feuille. 

{b) Connexion par enjambement de pas à droite entre deux segments suc- 
cessifs d'un feuillet parallèle, Presque toutes les connexions de ce type 
ont cette chiralité (voir, par exemple, la Fig. 8-19), c) Connexion par 
enjambement de pas à gauche entre des segments de feuillet parallèle. 
Des connexions ayant cette chiralité sont rares, [D'après Richardson, J.S., 
Adu Duntolies Plhinves A CM HE LOG TIU TE 
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FIGURE 8-21 Origine de la connexion par enjambement de pas à 
droite, Schéma de plicature hypothétique montrant comment la tor- 
sion d'une chaîne polypeptidique de pas à droite favorise la formation 
de connexions par enjambement de pas à droite entre des segments 
successifs de feuillet B parallèle, 


qu'elle est plus appropriée au tour de pas à droite inhérent au 
feuillet B (Fig. 8-21). 


D. Structures non répétitives 


Les structures secondaires régulières — hélices et feuillets B - cor- 
respondent, en moyenne, à la moitié d'une protéine globulaire, On 
dit que les segments polypeptidiques restants de la protéine ont 
une conformation en solénoïde (coil) ou en boucle. Cela ne veut 
pas dire pour autant que ces structures secondaires non répétitives 
sont moins ordonnées que ne le sont les hélices ou les feuillets B; 
elles sont seulement irrégulières et donc plus difficiles à décrire. 11 
ne faut donc pas confondre le terme conformation en boucle avec 
le terme enroulement au hasard (random coil), qui désigne l'en- 
semble des conformations totalement désordonnées et fluctuantes 
prises par les protéines dénaturées et d'autres polymères en solu- 
tion. 

Les protéines globulaires sont constituées en grande partie de 
séquences à peu près droites de structure secondaire reliées par des 
segments de polypeptide qui changent brusquement de direction. 


(a) Coude fi de Type | 


'. 


De tels retours en arrière ou coudes B (appelés ainsi car ils 
relient souvent plusieurs segments successifs de feuillets B antipa- 
rallèles) se trouvent presque toujours à la surface des protéines ; de 
fait, ils délimitent en partie ces surfaces. La plupart des coudes B 
font intervenir quatre résidus successifs plus ou moins disposés 
selon l’une des deux possibilités, Type 1 et Type Il, qui diffèrent 
par un retournement de 180° de l'unité peptidique qui relie les rési- 
dus 2 et 3 (Fig. 8-22). Les deux types de coude B sont stabilisés 
par une liaison hydrogène bien que des déformations de ces 
conformations idéales provoquent souvent la rupture de cette liai- 
son. Les coudes B de type 1 peuvent être considérés comme des 
portions déformées de l'hélice 3,,. Dans les coudes B de type II, 
l'atome d'oxygène du résidu 2 se tasse sur l'atome C4 du résidu 3, 
qui est donc généralement Gly. Le résidu 2 de l'un ou l'autre des 
types de coude B est souvent Pro car il peut alors prendre facile- 
ment la conformation requise. 

Presque toutes les protéines qui ont plus de 60 résidus contien- 
nent une ou plusieurs boucles de 6 à 16 résidus qui ne font partie 
ni des hélices, ni des feuillets B, et dont les distances d'une extré- 
mité à l’autre sont inférieures à 10 À. De telles boucles ( (ainsi 


(b) Coude fi de Type Il 


FIGURE 8-22 Changements de direction dans 
les chaines polypeptidiques. (a) Coude B de 
Type 1, dont les angles de torsion sont les sui- 
vants : 

©; = -60", y; = -30", 

@, = -90°, w,= 0°, 
{b) Coude B de Type 11 dont les angles de torsion 
sont les suivants : 

= 60, y, = 120, 

6: =90, y,=0. 
Des variations qui peuvent s'éloigner de 30° de 
ces valeurs idéales d’angles de conformation sont 
courantes. Les liaisons hydrogène sont figurées 

3 | 
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FIGURE 8-23 Représentation en modèle plein d'une boucle {2 qui va 
des résidus 40 à 54 du cytochrome c, Seuls les atomes du squelette sont 
représentés : l'addition des chaînes latérales remplirait la boucle. [Avec la 
permission de George Rose, Washington University School of Medecine.] 


appelées car elles ont la forme de la lettre grecque majuscule 
omega : Fig. 8-23), qui peuvent contenir plusieurs coudes B, sont 
des entités globulaires compactes car leurs chaînes latérales ont 
tendance à remplir leur cavité interne. Comme les boucles 2 sont 
presque toujours localisées à la surface de la protéine, il est pos- 
sible qu'elles jouent un rôle important dans les processus de recon- 
naissance biologique. 

Beaucoup de protéines présentent des régions véritablement 
désordonnées. Des groupements de surface étirés et chargés 
comme la chaîne latérale de Lys ou les extrémités N- et C-termi- 
nales des polypeptides en sont de bons exemples : ils oscillent en 
solution car peu de forces sont présentes pour les maintenir en 
place (Section 8-4), Il arrive que des segments entiers d’une chaîne 
polypeptidique soient désordonnés. De tels segments peuvent 
jouer un rôle fonctionnel, par exemple se lier à une molécule par- 
ticulière, si bien qu'ils peuvent être désordonnés pour un état de la 
protéine (absence de la molécule) et ordonnés pour un autre état 
(liaison de la molécule). Ce mécanisme permet à une protéine 
d'entrer en contact de façon souple avec une autre molécule pour 
accomplir sa fonction biologique. 


2 M LES PROTÉINES FIBREUSES 


Les protéines fibreuses sont des molécules très allongées dont les 
structures secondaires sont les motifs structuraux dominants. 
Beaucoup de protéines fibreuses, comme celles de la peau, des ten- 
dons et des os, servent de matériel structural jouant un rôle de pro- 
tection, de connexion ou de soutien chez les organismes. D'autres, 
les protéines musculaires et ciliaires par exemple, ont des fonc- 
tions motrices. Dans cette section, nous étudierons les relations 
structure-fonction de deux protéines fibreuses bien caractérisées : 
la kératine et le collagène (les protéines musculaires et ciliaires 
seront étudiées dans la Section 35-3). La simplicité structurale de 
ces protéines comparée aux structures des protéines globulaires 
{Section $-3) les rend particulièrement propres à faire comprendre 
la bonne adaption de leur structure à leur rôle biologique. 


Les molécules fibreuses cristallisent rarement et ne peuvent 
Mure cfnfralomuannt nac tre ermimienc à l'analuch nar ruvnne Ÿ nur 
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FIGURE 8-24 Photographie de diffraction des rayons X par une fibre 
de soie de Bombyx mori. Ce document a été obtenu en projetant un fais- 

ceau de rayons X monochromatiques à travers la fibre de soie et en enre- 

gistrant les rayons X diffractés sur un film photographique placé derrière 

la fibre, La photographie ne montre que quelques taches et n'apporte que 

peu de renseignements structuraux. (D'après March, R.E.. Corey, R.B.. et 
Pauling, L., Biochim., Biophys. Acta 16, 5 (1955).] 


déterminer leur structure (Section 8-3A), Au lieu de cristalliser, 
elles s'associent en fibres dans lesquelles leurs longs axes molé- 
culaires sont plus ou moins parallèles à l'axe de la fibre sans pré- 
senter toutefois d'orientation spécifiques dans d'autres directions. 
Le spectre de diffraction par rayons X d’une telle fibre, Fig. 8-24 
par exemple, apporte peu d'informations, en tous cas beaucoup 
moins que n'en apporterait la protéine fibreuse si on pouvait la 
cristalliser. Par conséquent, les structures des protéines fibreuses 
ne sont pas connues de façon très détaillée. Cependant, les pre- 
mières études de protéines par rayons X ont été effectuées au début 
des années 1930 par William Astbury sur des fibres de protéines 
très faciles à se procurer comme celles de laine et de tendon. 
Puisque la première structure par rayons X d'une protéine cristal- 
lisée ne fut pas élucidée avant la fin des années 1950, ces études 
sur les fibres ont constitué les étapes préliminaires pour élucider 
les principes structuraux qui s'appliquent aux protéines et elles ont 
été la base expérimentale principale qui a permis à Pauling de for- 
muler les structures de l'hélice & et du feuillet B. 


A. La kératine « — une hélice d’hélices 


La kératine est une protéine mécaniquement résistante et chimi- 
quement inerte que l'on trouve chez tous les vertébrés supérieurs. 
C'est le constituant principal de la couche cornée externe de l'épi- 
derme, qui peut représenter jusqu'à 85 % des protéines cellulaires, 
et de ses appendices tels que les cheveux, les cornes, les ongles et 


les plumes. On distingue les kératines @, que l'on trouve chez les 
mammtifèence at lne Lératinne @ sue L'on temaiue chars loc mienatiy 
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et les reptiles. Les mammifères possèdent plus de 30 gènes codant 
la kératine, dont l'expression est histo-spécifique, Les kératines 
appartiennent à des familles de polypeptides relativement acides 
(Type 1) ou relativement basiques (Type Il). Les filaments de kéra- 
tine, qui constituent les filaments intermédiaires des cellules de la 
peau (Section 1-2A), doivent contenir au moins un membre de 
chaque type. 

Des études par microscopie électronique ont montré que le 
cheveu, constitué essentiellement de kératine ©, est formé de struc- 
tures hiérarchisées (Fig. 8-25 et 8-26). Un cheveu typique a un dia- 
mètre d'environ 20 um et est formé de cellules mortes, chacune 
d'elles contenant des macrofibrilles groupées (environ 2000 À de 
diamètre) qui sont orientées parallèlement à la fibre du cheveu 
(Fig. 8-25). Les macrofibrilles sont construites à partir de micro- 
fibrilles (environ 80 À de large) qui sont collées ensemble par une 
matrice protéique amorphe à forte teneur en soufre. 

A l'échelle moléculaire, le spectre de diffraction des rayons X 
de la kératine & correspond à celui d'une hélice æ& (d'où le nom 
kératine @), Cependant, la kératine & présente un espacement de 
5,1 À au lieu de 5,4 À. longueur caractéristique du pas de l'hé- 
lice &. Compte tenu de cette observation et d'un certain nombre de 
preuves physiques et chimiques, il s'est avéré que les Kératines « 
sont constituées de paires étroitement associées d'hélices a, 
chaque paire étant formée d'une chaîne de kératine de Type 1 et 
d'une chaîne de Type H qui s'enroulent l'une autour de l'autre 
avec un pas à gauche (Fig. 8-26a). La distance répétée de 5,4 À 
caractéristique du pas de chaque hélice & se trouve ainsi diminuée 
par rapport à l'axe de cette association, d'où l'espacement de 5,1 À 
observé, On dit que cette association a une structure de spire 
enroulée car chaque axe d'hélice & est lui-même hélicoïdal. 

La conformation de la spire enroulée de la kératine a est une 
conséquence de sa structure primaire : le segment central d'envi- 
ron 310 résidus de chaque chaîne polypeptidique présente une 


Microfibrille 


Macrofibrille 


Cellule 


FIGURE 8-25 L'organisation macroscopique d'un cheveu. [Copyright 


séquence répétitive à peu près constante de 7 résidus a-b-c-d-e-f- 
g, avec des résidus non polaires prédominants en a et en d. Puis- 
qu'il y a 3,6 résidus par tour dans une hélice «, les résidus a et d 
de la kératine @ se trouvent l'un en dessous de l’autre sur un côté 
de l'hélice, formant ainsi une bande hydrophobe qui permet une 
association sur toute sa longueur avec une bande identique d'une 
autre hélice & (Fig, 8-27 ; les résidus hydrophobes, comme nous le 
verrons dans la Section 8-4C, ont tendance à s'associer). C'est la 
légère différence — 3,6 résidus par tour dans l’hélice ct, contre envi- 
ron 3,5 résidus pour retrouver la bande hydrophobe de la kératine — 
qui est responsable de l'enroulement de la spire enroulée. L'angle 
de 18° que forment entre elles les deux hélices permet aux bords 
des chaînes latérales d'une hélice de s'encastrer dans les sillons 
formés par celles de l'autre hélice, augmentant ainsi fortement 
leurs interactions. Les spires enroulées, comme nous le verrons, se 
trouvent fréquemment dans les protéines globulaires ainsi que dans 
d'autres protéines fibreuses. 

La structure des kératines @& à un niveau supérieur n'est pas 
très bien comprise, Les domaines N- et C-terminaux de chaque 
polypeptide présentent une conformation assez souple qui facilite 
l'association des spires enroulées pour donner des protofilaments 
d'environ 30 À de large. On pense que ceux-ci sont constitués de 
deux rangées antiparallèles de spires enroulées et décalées, ali- 
gnées tête-bêche (Fig. 8-26h). Deux protofilaments constitueraient 
la protofibrille d'environ 50 À de large, quatre protofibrilles for- 
mant, à leur tour, une microfibrille (Fig. 8-26c). 


(a) Dimère  {b) Protofilament 


{c) Microfibrille 


Tètes [ 
Nterminales 
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FIGURE 8-26 Structure de la kératine &, (a) Les 310 résidus (environ) 
centraux de chaque chaîne polypeptidique de kératine & de Type 1 et de 
Type Il s'associent pour former une spire enroulée dimérique. Les 
conformations des domaines globulaires N- et C-terminaux des polypep- 
tides ne sont pas connues. (b) Les protofilaments sont formés à partir de 
deux rangs décalés et antiparallèles de spires enroulées associées en tête 
à queue. (ce) Les protofilaments se dimérisent pour former une protofi- 
brille, quatre protofibrilles formant une microfibrille, Les structures de 
ces dernières associations sont mal connues : elles pourraient former des 


FIGURE 8-27 Spire enroulée à deux segments. (a) Vue vers le bas 
dans l'axe de la spire montrant les interactions entre les bords non 
polaires des hélices «. Les hélices & présentent une séquence heptamé- 
rique pseudo-répétitive a-b-c-d-e-f-g dans laquelle les résidus a et d sont 
essentiellement non polaires.[D'après McLachlan, A.D, et Stewart, M. 
1. Mol. Biol. 98, 295 (1975).] (h) Vue latérale de l'assature de la chaîne 
polypeptidique (à gauche) et de sa représentation en modèle plein 

(à droite). Noter l'emboîtement des chaînes latérales non polaires en 
contact (sphères en rouge) dans le modèle compact, [Avec la permission 
de Carolyn Cohen, Brandeis University.] 


La kératine & est riche en résidus Cys qui forment des ponts 
disulfure reliant ainsi les chaînes polypeptidiques adjacentes. Ceci 
explique son insolubilité et sa résistance à l'étirement, deux des 
propriétés biologiques les plus importantes des kératines &. On 
distingue les kératines & « dures » et « molles » selon qu'elles ont 
une teneur élevée ou faible en soufre, Les kératines dures, telles 
que celles des cheveux, des comes et des ongles, sont moins 
flexibles que les kératines molles, comme celles de la peau et des 
cals, car les ponts disulfure s'opposent à toute force qui pourrait 
les déformer. Les ponts disulfure peuvent être rompus par réduc- 
tion sous l’action de mercaptans (Section 7-1B). Les cheveux ainsi 
traités peuvent être bouclés et arrangés en «ondulation perma- 
nente» sous l’action d'un agent oxydant qui rétablit des ponts 
disulfure dans la nouvelle conformation bouclée. Bien que l'inso- 
lubilité des kératines & rende leur digestion impossible par la plu- 
part des animaux, les larves de mites, qui ont une concentration 
importante de mercaptans dans leur tractus digestif, peuvent les 
digérer, au grand dam des propriétaires de vêtements en laine. 

L'élasticité des cheveux et des fibres de laine est due au dérou- 
lement des snires enrouléezs lorsau'on les étire et au fait au'elles 
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retrouvent leur conformation originale sitôt que la force d'étire- 
ment ne s'exerce plus. Cependant, après rupture de quelques ponts 
disulfure, une fibre de kératine @& peut être étirée jusqu'à plus de 
deux fois sa longueur initiale sous l'action d'une chaleur humide. 
Au cours de ce processus, comme le montre l'analyse par rayons X, 
la structure & s'allonge avec réarrangement concomitant de ses liai- 
sons hydrogène pour aboutir à un feuillet plissé B. La kératine B, 
telle que celle des plumes, donne un cliché par rayons X identique 
lorsqu'elle est sous forme native (appelée donc feuillet ). 


a. Des défauts dans la kératine altèrent l'intégrité de la 

peau 

Les maladies hériditaires épidermolyse bulleuse simplex 
(EBS) et hyperkératose épidermolytique (EHK) sont caractéri- 
sées par des ampoules dues à la rupture, respectivement, des cel- 
lules basales (Fig. 1-14d) et suprabasales de l'épiderme à la suite 
de tensions mécaniques normalement sans danger. Les différents 
symptômes de cette maladie vont de l'incapacité grave, en parti- 
culier chez le jeune enfant, jusqu'à des formes à peine visibles. 
Chez les familles qui souffrent d'EBS, on peut trouver des ano- 
malies de séquence dans la kératine 14 ou dans la kératine 5, qui 
sont les kératines principales de Types 1 et II des cellules basales 
de la peau. De même, dans le cas de l'EHK, on trouve des défauts 
dans les kératines 1 ou 10, les principales kératines de Types I et 
Il des cellules suprabasales (issues par différenciation des cellules 
basales, processus où la synthèse des kératines 14 et 5 est arrêtée, 
tandis que celle des kératines 1 et 10 est mise en marche). Bien 
évidemment, ces défauts interfèrent avec la formation normale des 
filaments, prouvant ainsi la fonction du cytosquelette kératinique 
dans le maintien de l'intégrité mécanique de la peau. 


B. Le collagène — un câble à trois hélices 


On trouve du collagène (du grec kolla, colle) chez tous les ani- 
maux pluricellulaires et il constitue la protéine la plus abondante 
des vertébrés. C'est une protéine extracellulaire organisée en fibres 
insolubles très résistantes à la tension. Ceci explique que le colla- 
gène soit le principal constituant qui confère leur résistance aux 
tissus conjonctifs comme les os, les dents, les cartilages, les ten- 
dons, les ligaments et les matrices fibreuses de la peau et des vais- 
seaux sanguins, On trouve du collagène pratiquement dans tous les 
tissus. 

Les mammifères possèdent au moins 33 chaînes polypepti- 
diques d'origine génique distincte qui forment au moins 20 types 
de collagène que l'on trouve dans les différents tissus d’un même 
individu. Les plus importants d'entre eux sont donnés dans le 
Tableau 8-2. Une seule molécule de collagène de Type 1 a une 


TABLEAU 8-2 Les types de collagène les plus abondants 


Type Composition de la chaîne Distribution 


l {@l(l)};e2(1) Peau, os. tendons, 
vaisseaux sanguins, comée 
Cantilage, disques 
intervertébraux 


Il {alt}, 


nl lol}, Vaisseaux sanguins, 
peau fœtale 


Chourrs: Fvre DR Cdonre 07 L'ALÉ CIO 
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masse moléculaire de l'ordre de 285 kD, une largeur d'environ 
14 À, et une longueur de l’ordre de 3000 À, Elle est constituée de 
trois chaînes polypeptidiques. 

Le collagène a une composition en acides aminés particulière. 
Près d'un tiers des résidus sont des Gly ; en outre, entre 15 et 30% 
des résidus sont Pro et Hyp (4-hydroxyproline) : 


0 0 
Il ( 
C— C— 
\ FA \ £ 
N— CH N— CH 
PO à \ n 
H,C ? CH, H,C 5 307 
LL" "s KE 
PA H, 
HO H 
Résidu 4-hydroxyprolyl Résidu 3-hydroxyprolyl 
(Hyp) 
0 
Il 
—NH—CH—C— 
2| 
ju 
Es 
HC— OH 
ET 
CH 
é] À 
NH; 
Résidu 5-hydroxylysyl (Hyl) 


On trouve également la 3-hydroxyproline et la 5-hydroxylysine 
(Hyl) dans le collagène, quoiqu'en plus petites quantités. Des 
expériences de marquage radioactif ont montré que ces acides ami- 
nés hydroxylés non standard ne sont pas incorporés dans le colla- 
gène pendant la synthèse polypeptidique : si l'on administre à des 
rats de la C-4-hydroxyproline, le collagène synthétisé n'est pas 
radioactif, alors que l’on trouve du collagène radioactif si les rats 
sont nourris avec de la “C-proline. Les résidus hydroxylés sont 
formés après synthèse des polypeptides du collagène, quand cer- 
tains résidus Pro sont transformés en Hyp par une réaction cataly- 
sée par l'enzyme prolyl hydroxylase, 

L'Hyp stabilise le collagène, probablement par l'intermédiaire 
de liaisons hydrogène intramoléculaires qui impliquent des pon- 
tages avec des molécules d'eau. Si, par exemple, le collagène est 
synthétisé dans des conditions qui inactivent la prolyl hydroxylase, 
il perd sa conformation native (il est dénaturé) à 24 °C, alors que 
le collagène normal est dénaturé à 39 °C (le collagène dénaturé est 
appelé gélatine). La prolyl hydroxylase nécessite de l'acide 
ascorbique (vitamine C) 


Anida nennelbinne (oitamina Ci 


FIGURE 8-28 Séquence en acides aminés de l'extrémité C-terminale 
de la région en triple hélice de la chaîne de collagène a 11) de bœuf, 
Remarquer les triplets répétitifs Gly-X-Y, où X est souvent Pro et Y ent 
souvent Hyp. Gly est ombré en violet, Pro en beige, et Hyp et Hyp” 
(3-hydroxyPro) en brun. [D'après Bornstein, P. and Traub, W.. in Neu- 
rath, H. et Hill, RL., (Eds), The Proteins (3° éd.), Vol. 4, p. 483, Acade- 
mic Press (1979).] 


pour être enzymatiquement active. Dans le scorbut, maladie mor- 
telle due à une déficience en vitamine C, le collagène synthétisé ne 
peut former des fibres correctement, ce qui entraîne des lésions de 
la peau, une fragilité des vaisseaux sanguins, et des cicatrisations 
laborieuses, 


a. Le collagène a une structure en hélice 

La séquence en acides aminés du collagène al(1) de bœuf, qui 
est semblable à celle des autres collagènes, est une répétition 
monotone de triplets de séquence Gly-X-Y sur une longueur de 
1011 résidus alors que le polypeptide a 1042 résidus (Fig. 8-28). 
X est souvent Pro et Y est souvent Hyp. Le fait que Hyp soit en 
position Y est dû à la spécificité de la prolyl hydroxylase. Hyl ne 
se trouve également qu'en position Y. 

Les teneurs élevées en Gly, Pro, et Hyp du collagène suggèrent 
que la conformation du squelette polypeptidique est analogue à 
celles des hélices de polyglycine Il et de polyproline II (Fig. 8-15). 
Des modèles moléculaires et des études par diffraction des rayons 
X réalisées par Alexander Rich et Francis Crick sur fibres de col- 
lagène en 1955, ont conduit ceux-ci à proposer que les trois 
chaînes polypeptidiques du collagène, qui séparément ressemblent 
aux hélices de polyproline 11, sont parallèles et s'enroulent les 
unes autour des autres avec une légère torsion de pas à droite 
comme dans un cordage, pour donner une structure en triple 
hélice (Fig. 8-29), H a fallu cependant attendre 1994 pour que 
Helen Berman et Barbara Brodsky confirment cette hypothèse sur 
base de la diffraction des rayons X par un cristal du polypeptide 
(Pro-Hyp-Gly),, dans lequel le cinquième Gly est remplacé par 
Ala (Fig. 8-30a). Dans une telle structure, chaque troisième résidu 
de chaque chaîne polypeptidique passe au centre de la triple hélice, 
qui se trouve si encombré que seule la chaîne latérale de Gly peut 
convenir (Fig. 8-30b). Cet encombrement explique la nécessité 
absolue qu’il y ait un Gly à chaque troisième position d'une chaîne 
polypeptidique du collagène (Fig. 8-28). Il faut également que les 
trois chaînes polypeptidiques soient décalées afin que les résidus 
Glyv Y et Y dec troic chaînes enient au même nivean (fie 20) 
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(la 


FIGURE 68-29 La triple hélice du collagène. Cette illustration montre comment les hélices polypeptidiques 


de pus à gauche s'enroulent ensemble pour former une structure superhélicoïdale de pas à droite. Les cordes 4 

et les câbles sont construits aussi à partir de faisceaux de fibres hiérarchisés qui s'enroulent alternativement 

dans des directions opposées. Une hélice polypeptidique de collagène isolée a 3,3 résidus par tour et un pas de # ù 
10,0 À Cconiparée à l'hélice de polyproline II qui a 3,0 résidus par tour et un pas de 9,4 À ; Fig. 8-15). La l 
triple hélice \du collagène a 10 unités Gly-X-Y par tour et un pas de 86,1 À. [Copyright Irving Geis.] 


FIGURE 8-30 Structure par rayons X du peptide modèle de la triple 
hélice du collagène (Pro-Hyp-Gly),,, dans lequel la cinquième Gly est 
remplacée par Ala. (a) Représentation en « boules et bâtonnets » de la 
triple hélice vue avec l'axe de l'hélice disposé verticalement et ses extré- 
mités N-terminales au dessus. Les atomes C des trois chaînes polypepti- 
dique différentes sont en or, magenta et blanc, sauf ceux de Ala qui sont 
en vert. Les atomes N et O de toutes les chaines sont respectivement en 
bleu et en rouge. Comparer cetle structure avec celle de la Fig. 8-29 

b) Vue, à peu près dans l'axe de l'hélice, à partir de ses extrémités N- 
terminales montrant les associations intercaténaires par liaisons hydro- 
gène dans une région riche en Gly de la triple hélice. Trois résidus consé- 
cutifs de chaque chaîne sont montrés en « boules et bâtonnets » avec C en 
vent, N en bleu, et O en rouge. Les liaisons hydrogène sont en lignes 
pointillées blanches reliant les atomes N de Gly aux atomes O de Pro de 
chaines adjacentes. Les atomes du squelette du résidu central de chaque 
chaîne sont entourés des surfaces en pointillés correspondant à leurs 
rayons de van der Waals. Noter le fort compactage des atomes le long de 
l'axe de l’hélice. Le remplacement, par tout autre résidu, de l'atome C,, 
de Gly situé au centre (groupement CH,) déformerait la triple hélice 

[Les Parties a et h sont basées sur une structure par rayons X obtenue par 
Helen Berman, Rutgers University, et Barbara Brodsky, UMDNJ-Robert 
Wood Johnson Medical School. PDBid 1CAG (voir Section 8-3C pour la 
définition de PDBid).] 


(a (b) 
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Chaine 1 Chaine 2 


FIGURE 8-30 (sure) 1e) Ce diagramme montre les liaisons hydrogène 
intercaténaires (lignes pointillées) dans les régions riches en Gly de la 
triple hélice. Il s'agit d'une projection cylindrique, la Chaîne 1 étant 
répétée à droite pour plus de clarté. Noter que les trois chaînes sont, cha- 


Les groupements peptidiques décalés sont orientés de sorte que le 
N—H de chaque Gly établit une liaison hydrogène forte avec 
l'oxygène du carbonyl d'un résidu X (Pro) d'une chaîne voisine. 
L'encombrement et la rigidité relative des résidus Pro et Hyp 
confèrent sa rigidité à tout l'assemblage. 

La structure en triple hélice rigide compacte du collagène est 
responsable de sa résistance caractéristique à la traction. Tout 
comme les fibres tressées d'une corde, les chaînes polvpeptidiques 


C 


Chaine 3 Chaine 1 


cune, décalées verticalement d'un résidu de sorte qu'une Gly, une Pro et 
une Hyp des trois chaînes différentes se retrouvent au même niveau. (Par- 
tie c d'après Bella, J., Exton, M., Brodsky, B.. et Berman, H.M., Science 
266, 78 (1994).] 


en extension et enroulées du collagène convertissent une force de 
tension longitudinale en une force de compression latérale beau- 
coup plus facile à assumer sur presque toute la triple hélice incom- 
pressible. Ceci s'explique en raison des directions d'enroulement 
opposées des chaînes polypeptidiques et de la triple hélice du col- 
lagène (Fig. 8-29) qui s'opposent au déroulement des spires sous 
l'effet d'une tension (notez que les niveaux successifs des fais- 
ceaux de fibres dans les cordes et les câbles sont également enrou- 


lés en sens inverse). Les hiérarchies hélicoïdales successives 
d'autres protéines fibreuses présentent des alternances identiques 
de direction d'enroulement, par exemple la kératine (Sec- 
tion 8-2A) et certaines protéines musculaires (Section 35-3A). 


b. Le collagène est organisé en fibrilles 

Les collagènes de Type I, I, HE, V. et XI présentent des fibrilles 
sinées caractéristiques (Fig. 8-31) qui sont principalement, sinon 
entièrement, constituées de différents types de collagène. Ces 
fibrilles ont une périodicité de 680 À et un diamètre de 100 à 
2000 À selon les types de collagène qu'elles contiennent et selon 
leur tissu d'origine (les autres types de collagène forment diffé- 
rentes sortes d'agrégats, comme des réseaux par exemple ; nous ne 
les étudierons pas davantage). La diffraction des rayons X par les 
fibres de collagène montre que les molécules des fibrilles de col- 
lagène de type I sont empilées dans un ordre hexagonal. L'étude 
de modèles assistée par ordinateur a permis d'établir que les molé- 
cules de collagène sont organisées parallèlement à l'axe de la fibre 
selon une disposition décalée précise (Fig. 8-32). Les régions plus 
sombres des structures striées correspondent aux «trous» de 
400 À à la surface de la fibrille entre les molécules de collagène 
alignées tête-bêche, Des considérations d'ordre structural et éner- 
gétique montrent que les conformations des molécules de colla- 
gène individuelles, tout comme celles des hélices «x et des feuillets 
b isolés, sont à la limite de la stabilité, La « force motrice » qui 
pousse les molécules de collagène à s'assembler en fibrilles est 
vraisemblablement fournie par les interactions hydrophobes sup- 
plémentaires qui s'établissent à l'intérieur des fibrilles tout comme 
est assuré le compactage d'éléments de structure secondaire pour 
donner une protéine globulaire (Section 8-3B). 

Le collagène contient des sucres liés de façon covalente, dont 
le pourcentage en poids va de 0,4 à 12%, selon le tissu d'origine 
du collagène, Les sucres, qui sont essentiellement le glucose, le 
galactose, et leurs formes disaccharidiques, sont liés par des 
enzymes spécifiques au collagène sur ses résidus Hyl: 


CH,0H | 
re 


Résidu 
hydroxylysine 


CH,0H 
ne 
LH NJ 0 
Non Hd” 

10 No 


H OH 


Glucose 


Bien que la fonction des sucres du collagène soit inconnue, le fait 
qu'ils se trouvent dans les régions à «trous » de la fibrille du col- 
lagène signifie, peut-être, qu'ils sont impliqués dans le processus 
d'assemblage de la fibrille. 
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FIGURE 8-31 Micrographie électronique de fibrilles de collagène de 
peau. [Avec la permission de Jerome Gross, Massachusets General Hos- 
pital.] 
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FIGURE 8-32 Aspect strié des fibrilles de collagène. Leur aspect strié 
en microscopie électronique provient de l'arrangement décalé des molé- 
cules de collagène représenté schématiquement (en haut) qui donne une 
surface régulièrement dentelée. D, la distance qui sépare les stries croi- 
sées, est d'environ 680 À : donc la longueur d'une molécule de collagène 
de 3.000 À équivaut à 4,4D, [Avec la permission de Karl A. Piez, Colla- 
gen Corporation} 
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c. Les fibrilles de collagène sont réticulées par liaisons 
covalentes 

L'insolubilité du collagène dans des solvants qui détruisent les 
liaisons hydrogène et les interactions ioniques s'explique par 
l'existence de liaisons croisées covalentes intra- et intermolécu- 
laires. Ces liaisons croisées ne peuvent être des ponts disulfure 
comme dans la kératine, car le collagène est presque dépourvu de 
résidus Cys. En réalité, ces liaisons se forment à partir des chaînes 
latérales de Lys et de His suite à des réactions comme celles de la 
Fig. 8-33. La lysyl oxydase, enzyme contenant du cuivre qui trans- 
forme les résidus Lys en résidus aldéhydes allysine, est la seule 
enzyme impliquée dans ce processus de réticulation. Il peut y avoir 
jusqu'à quatre chaînes latérales liées par covalence les unes avec 
les autres. Ces liaisons ne se font pas au hasard mais plutôt dans 
les régions proches des extrémités N- et C-terminales des molé- 
cules de collagène, 

L'importance de la réticulation dans le fonctionnement normal 
du collagène est démontrée par le lathyrisme, maladie qui survient 
chez l'homme et chez certains animaux après ingestion régulière 
de graines du pois sucré Lathyrus odoratus. Les symptômes sont 
de graves anomalies des os, des articulations et des gros vaisseaux, 
dues à une fragilité accrue des fibres de collagène. L'agent res- 
ponsable du lathyrisme est le B-aminopropionitrile, 


N=C—CH,-CH,—NH; 
B-aminopropionitrile 


qui inactive la lysyl oxydase en se liant par covalence à son site 
actif. Il s'ensuit une diminution importante de réticulation du col- 
lagène chez les animaux atteints de cette maladie. 

Le degré de réticulation du collagène d'un tissu donné aug- 
mente avec l'âge de l'animal. C'est pourquoi la viande d'animaux 
âgés est plus dure que celle d'animaux plus jeunes. De fait, on ne 
peut extraire des molécules individuelles de collagène (appelées 
tropocollagène) que des tissus de très jeunes animaux. Cependant, 
la réticulation du collagène n'est pas la cause principale du vieillis- 
sement, car on observe que les agents lathyrogènes ne ralentissent 
pas le processus du vieillissement. 

Les fibrilles de collagène dans différents tissus se présentent 
selon une organisation en accord avec les fonctions des tissus 
(Tableau 8-3). Ainsi, les tendons (les «câbles» qui relient les 
muscles aux os), la peau (tissu externe résistant au déchirement), 
et le cartilage (qui a une fonction de support de charge) doivent 
résister à des tensions s'exerçant respectivement dans une, deux, et 
trois dimensions, et il se trouve que les fibrilles du collagène de 
ces tissus sont disposées conformément à ces impératifs. On ignore 
par quel mécanisme les fibrilles de collagène s'organisent de cette 


TABLEAU 8-3 Arrangement des fibrilles de collagène 
dans différents tissus 


Tissu Arrangement 


Tendons Faisceaux parallèles 
Peau Feuillets de fibrilles disposées en couches 
d'orientations diverses 


Cartilage Pas d'arrangement particulier 
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FIGURE 8-33 Voies biosynthétiques conduisant à la réticulation des 
chaines latérales de Lys, Hyl et His dans le collagène, La première 
étape dans la réaction est la désamination oxydative de Lys catalysée par 
la lysyl oxydase qui donne l'aldéhyde allysine. Deux aldéhydes ainsi for- 
mées subissent une condensation aldolique pour donner l'aldol allysine. 
Ce produit peut réagir avec His pour donner l'aldol histidine, Celle-ci, à 


manière, Cependant, certains des facteurs responsables de l'as- 


semblage des molécules de collagène sont discutés dans les Sec- 
tions 32-5A et 32-5B. 


d. Des anomalies du collagène sont à l’origine de plusieurs 

maladies chez l’homme 

On connaît plusieurs anomalies héréditaires rares du collagène. 
Des mutations du collagène de Type I, qui est la protéine structu- 
rale majeure de la plupart des tissus humains, conduisent généra- 
lement à l'ostéogénèse imparfaite (osteogenesis imperfecta ; 
maladie des os fragiles). La gravité de cette maladie dépend de la 
nature et de la position des mutations : même le changement d'un 
seul acide aminé peut être létal. Les mutations peuvent modifier la 
structure de la molécule de collagène ou le mécanisme de forma- 
tion des fibrilles, Par exemple, le remplacement de la Gly centrale 


C 


Chaïne 1 Chaine 2 


FIGURE 8-34 Structure déformée d'un collagène anormal. Ce 
schéma montre les interactions par liaisons hydrogène dans les régions 
riches en Ala de la structure par rayons X du polypeptide (Pro-Hyp- 


(ui. hone Learn La rinanihens (iluy pet emmnmlerdes mar Alu Carte mener. 
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par Ala dans chacune des chaînes polypeptidiques de la molécule 


modèle montrée à la Fig, 8-Wa, diminue sa température de déna- 
turation de 62 °C à 29 °C, Ceci entraîne une distorsion de la triple 
hélice de collagène. En effet, la présence des trois groupements 
méthyl supplémentaires au sein très compact de la triple hélice 
écarte les chaînes polypeptidiques dans la région des substitutions, 
au point de rompre les liaisons hydrogène qui devraient alors relier 
le groupement N—H de chaque Ala (normalement Gly) à l'oxy- 
gène du carbonyl de la Pro correspondante dans la chaîne voisine 
(Fig. 8-34), Ce sont des molécules d'eau, insinuées dans la région 
perturbée de l'hélice, qui établissent un pont entre ces liaisons 
hydrogène. Des perturbations similaires affectent très vraisembla- 
blement les molécules de collagène ayant subi des mutations du 
type Gly — X dans les maladies telles que l'ostéogenèse impar- 
faite. Ces mutations sont souvent dominantes car elles affectent 


C 


C 
Chaine 3 


Chaine 1 


les chaînes latérales de Alan (grosses boules en vert) déforment la triple 
hélice de sorte que les liaisons hydrogènes attendues Gly NH--Pro O 

sont remplacées par des liaisons hydrogène faisant intervenir une molé- 
cata dl'oau ([lY'anrbe Falls 1! KFaotun NM Rendleku FR be FMormaen HA 
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soit la formation de la triple hélice, soit celle de la fibrille, même 
si des chaînes normales sont également présentes, Tous les chan- 
gements en acides aminés connus qui affectent la région en triple 
hélice du collagène de Type 1 se traduisent par des anomalies, ce 
qui prouve que l'intégrité structurale de cette région est primor- 
diale pour que le collagène assure sa fonction correctement. 
Beaucoup d'anomalies du collagène sont caractérisées par des 
diminutions de synthèse d'un type de collagène donné, ou par des 
activités anormales des enzymes impliquées dans la maturation du 
collagène comme la lysyl hydroxylase ou la lysyl oxydase, Un 
groupe d'au moins 10 maladies différentes dues à des anomalies 
du collagène. les syndromes d'Ehlers-Danlos, sont toutes carac- 
térisées par une hyperextensibilité des articulations (en fait leurs 
ligaments) et de la peau, C'est parce que ces tissus contiennent 
également de grandes quantités d'élastine, une protéine qui a 
l'élasticité du caoutchouc. La présence de l'élastine, associée à la 
perte de rigidité du collagène, rend compte de l'hyperextensibilité 
du tissu affecté. Beaucoup de maladies dégénératives présentent 
des anomalies du collagène dans les tissus atteints. C'est par 
exemple le cas du cartilage dans l'ostéoarthrite et du tissu fibreux 
dans les plaques athérosclérotiques des artères chez l'homme. 


3 B LES PROTÉINES GLOBULAIRES 


Les protéines globulaires comprennent un groupe de substances 
extrêmement variées qui, dans leur état natif, se présentent comme 
des molécules sphéroïdes compactes. Les enzymes sont des pro- 
téines globulaires tout comme les protéines de transport ou les 
récepteurs. Dans cette section nous étudierons les structures ter- 
tiaires des protéines globulaires. Cependant, dans la mesure où nos 
connaissances sur la structure détaillée des protéines, et pour une 
large part, sur leurs fonctions, sont le résultat des déterminations 
de structure par rayons X des protéines globulaires cristallisées, et 
plus récemment par résonance magnétique nucléaire (RMN), nous 
commençons cette section par une examen des possibilités et des 
limites de ces techniques puissantes. 


À. Interprétation des structures des protéines par 
rayons X et par RMN 


La cristallographie par rayons X est une technique qui donne 
directement l'image des molécules. On doit utiliser les rayons X, 
car selon les principes de l'optique, l'incertitude pour localiser un 
objet est sensiblement égale à la longueur d'onde de la radiation 
utilisée pour l'observer (les longueurs d'onde des rayons X et les 
longueurs des liaisons covalentes sont toutes deux de l'ordre de 
1.5 À ; des molécules isolées ne peuvent être vues en microscopie 
photonique car la lumière dans le visible a une longueur d'onde 
minimum de 4000 À). Cependant, il n'existe pas de microscope à 
rayons X car il n'y a pas de lentille pour rayons X. À la place, un 
cristal de la molécule étudiée est exposé à un faisceau dirigé de 
rayons X et le spectre de diffraction résultant est enregistré par un 
compteur de radiations ou bien, et c'est devenu plus rare, sur un 
film photographique (Fig, 8-35). Les rayons X de ce type sont pro- 
duits en laboratoire par des générateurs ou, de plus en plus sou- 
vent, par des synchrotrons, accélérateurs de particules qui pro- 
duisent des rayons X d'une bien plus grande intensité. Les 
intensités des maxima de diffraction (taches les plus sombres sur 


FIGURE 8-35 Photographie d'une diffraction de rayons X par un 
cristal de myoglobine de cachalot. L'intensité de chaque maximum de 
diffraction (la noirceur de chaque tache) est fonction de la densité élec- 
tronique du cristal de myoglobine. La photographie ne représente qu'une 
petite partie de l'information totale obtenue par diffraction d'un cristal de 
myoglobine. [Avec la permission de John Kendrew, Cambridge Univer- 
sity.] 


la pellicule) sont alors utilisées pour reconstituer mathématique- 
ment l’image tridimensionnelle de la structure du cristal par des 
méthodes qui dépassent l'objectif de ce livre. Dans ce qui suit, 
nous discuterons des problèmes spécifiques concemant l'interpré- 
tation des structures des protéines obtenues par diffraction des 
rayons X par leurs cristaux. 

Les rayons X interagissent presqu'exclusivement avec les élec- 
trons de la matière, pas avec les noyaux. Une structure par rayons 
X est donc l’image de la densité électronique de l'objet étudié. 
De telles cartes de densité électronique peuvent se présenter 
comme une suite de sections parallèles à travers l'objet. Sur 
chaque section, la densité électronique est représentée par des 
courbes de densité (Fig. 8-36a) tout comme l'altitude est repré- 
sentée par des courbes de niveau sur une carte topographique. Une 
série de telles sections, représentées sur des transparents, donne 
une carte de densité électronique à trois dimensions (Fig. 8-36h). 
Cependant, les analyses structurales modernes se font le plus sou- 
vent avec des ordinateurs graphiques, où les cartes de densité élec- 
tronique apparaissent en trois dimensions (Fig. 8-36c). 


a. La plupart des structures cristallographiques des 

protéines n’atteignent pas la résolution atomique 

Les molécules dans des cristaux de protéine, tout comme dans 
d'autres substances cristallisées, sont disposées en réseaux à trois 
dimensions qui se répètent régulièrement. Cependant, les cristaux 
de protéines diffèrent de ceux de la plupart des molécules orga- 
niques et inorganiques car ils sont fortement hydratés ; on trouve 
généralement entre 40 à 60 % d'eau en volume. Le solvant aqueux 
de cristallisation est indispensable à l'intécrité structurale des cris- 


(a) L | 


{h) 
FIGURE 8-36 Cartes de densité électronique de protéines. (a) Une 
coupe à travers la carte de densité électronique de résolution de 2,0 À de 
myoglobine de cachalot, qui contient le noyau hème (en rouge), Le pic 
au centre de la carte représente l'atome de Fe dense en électrons. 
[D'après Kendrew, J.C., Dickerson, R.E., Strandberg, B.E.. Han, R.G., 
Davies, D.R.. Phillips, D.C., et Shore, V.C., Nature 185, 434 (1960).] 
{b) Une partie de la carte de densité électronique de résolution de 2,4 À 
de myoglobine construite par superposition de transparents où figurent 
les contours. Des points ont été placés après déduction, pour donner les 
positions des atomes autres que l'hydrogène. Le noyau hème est vu de 
profil avec ses deux résidus His associés et une molécule d'eau, W. Une 
hélice &, appelée hélice E (Fig. 8-12), parcourt le bas de la carte. Une 
autre hélice ct, l'hélice C, s'étend dans le plan de la Figure en haut à 
droite, Remarquer le trou le long de son axe, [Avec la permission de 
John Kendrew. Cambridge University.] {c) Une coupe mince à travers la 
carte de densité électronique de résolution de 1,5 À de la 6-hydroxymé- 
thyl-7,8-dihydroptérine pyrophosphokinase de E, coli (qui catalyse la pre- 
mière réaction dans la synthèse de l'acide folique : Section 26-3H) avec 
des contours en trois dimensions. Un seul niveau de contour est repré- 
semé (en eu-verr), avec un modèle atomique des segments polypepti- 
diques correspondants (atomes C en jaune, O en rouge, et N en bleu, et 
une sphère rouge pour la molécule d'eau ). [Avec lu permission de Xin- 
hua Ji, NCI-Frederick Cancer Research and Development Center, Frede- 
rick, Maryland] 


taux protéiques comme l'ont montré J.D. Bernal et Dorothy Crow- 
foot Hodgkin en 1934, lorsqu'ils ont réussi pour la première fois 
l'étude par rayons X de cristaux de protéines. Ceci est dû à ce que 
l'eau est indispensable pour maintenir l'intégrité structurale des 
protéines natives elles-mêmes (Section 8-4). 

Le contenu important en solvant des cristaux de protéine leur 
donne une consistance molle, gélatineuse ; aussi leurs molécules 
n'ont-elles pas la structure rigide caractéristique des petites molé- 
cules comme le NaCT ou la glycine. Les molécules d'un cristal pro- 
téique se présentent dans un désordre de plus d'un angstrôm ; de 
ce fait, les cartes de densité électronique correspondantes ne don- 
nent nas de renceienements concernant des détails <tructuraux de 
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plus petite taille. On dit que le cristal a une limite de résolution de 
cette taille. Les cristaux protéiques ont des limites de résolution 
typiques comprises entre 1,5 et 3,0 À, bien que certains soient 
mieux ordonnés (ils ont une plus haute résolution, c'est-à-dire une 
limite de résolution inférieure) et que d'autres soient moins ordon- 
nés (ils ont une résolution plus basse), 

Puisqu'une carte de densité électronique d'une protéine s'in- 
terprète en fonction des positions des atomes. la précision et 
même la faisabilité de l'analyse de la structure du cristal dépen- 
dent de sa limite de résolution. C'est donc la possibilité d'obte- 
nir des cristaux de résolution suffisante qui est le facteur limi- 
tant dans la détermination de la structure enstallocwranhiaue d'une 


242 Chapitre 8. Structures tridimensionnelles des protéines 


(bi Résolution de 2,0 À 


(d) Résolution de 1,1 À 


{c)_ Résolution de 1,5 À 


FIGURE 8-37 Coupes à travers la carte de densité électronique de la dicétopipérazine calculée aux 
niveaux de résolution indiqués. Les atomes d'hydrogène n'apparaissent pas sur cette carte en raison de leur 


faible densité électronique, [D'après Hodgkin, D.C., Nature 188, 445 (1960).] 


protéine ou d'une autre macromolécule, La Figure 8-37 montre 
comment la qualité (la netteté) d'une carte de densité électro- 
nique varie selon sa limite de résolution. Pour une résolution de 
6 À. la présence d'une molécule de la taille de la dicétopipéra- 
zine est à peine discemable. Pour une résolution de 2,0 À, on 
ne peut pas encore distinguer ses atomes individuellement, mais 
la forme de la molécule devient perceptible. Pour une résolution 
de 1,5 À, qui correspond à la longueur d’une liaison, les diffé- 
rents atomes sont en partie décelés. Pour une résolution de 1,1 À, 
les atomes sont tout à fait visibles. 

La plupart des cristaux protéiques ont une résolution insuffi- 
sante pour que leurs cartes de densité électronique permettent de 
localiser avec précision les différents atomes (Fig. 8-36). Toute- 
fois, on peut tracer la forme du squelette polypeptidique, ce qui 
donne la position et l'orientation des chaînes latérales (Fig. 8-37c). 
Malgré cela, les chaînes latérales de forme et de taille voisines, 
telles que celles de Leu, Ile et Thr, ne peuvent être distinguées avec 
certitude (comme les atomes d'hydrogène ne portent qu'un élec- 
tron, ils ne sont pas visibles dans les structures par rayons X des 
macromolécules lorsque la limite de résolution est inférieure à 1,2 
À environ) ; aussi la structure d'une protéine ne peut-elle être élu- 
cidée à partir de sa seule carte de densité électronique, Pour plus 
de précision, la structure primaire de la protéine doit être connue, 
ce qui permet de faire coïncider la séquence des résidus et sa carte 
de densité électronique. Par raffinement mathématique, on peut 
diminuer les erreurs de position dans la structure cristalline à envi- 
ron 0,1 À (pour les petites molécules, les erreurs dans les 
meilleures déterminations de structure par rayons X peuvent être 
aussi faibles que 0,001 À). 


b. La plupart des protéines sous forme de cristal gardent 
leurs conformations natives 
Quel rapport y a-t-il entre la structure d'une protéine en solu- 
tion, état physiologique des protéines globulaires, et sa structure à 
l'état de cristal ? Plusieurs types de données indiquent que les pro- 
téines à l'état de cristal présentent pratiquement les mêmes struc- 
tures que celles qu'elles ont en solution : 


L. Une protéine à l'état de cristal se trouve essentiellement en 
solution car elle baigne dans le solvant de cristallisation sur toute 
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molécules de protéines voisines. En réalité, la teneur en eau de 40 
à 60% des cristaux de protéine typiques est identique à celle de 
beaucoup de cellules (cf. Fig. 1-13), 


2. Une protéine peut cristalliser sous plusieurs formes ou 
«tenues », selon les conditions de cristallisation, qui diffèrent par 
l'arrangement dans l'espace des molécules les unes par rapport 
aux autres. Chaque fois que les différentes formes cristallines 
d'une même protéine ont été analysées séparément, les conforma- 
tions des molécules se sont avérées pratiquement identiques. De 
même, lorsque la structure d'une protéine a été déterminée à l'état 
de cristal, par rayons X, et en solution, par RMN, les deux struc- 
tures sont, aux erreurs d'expériences près, essentiellement les 
mêmes (cf, ci-dessous). De toute évidence, les forces qui stabili- 
sent le cristal ne perturbent pas les structures des molécules pro- 
téiques. 


3. La donnée la plus convaincante permettant d'affirmer que 
les protéines à l'état de cristaux ont des structures en accord avec 
leurs structures biologiques, est fournie par de nombreuses 
enzymes qui, une fois cristallisées, sont toujours catalytiquement 
actives. L'activité catalytique d'une enzyme est très dépendante 
des orientations relatives des groupements impliqués dans la liai- 
son du substrat et dans la catalyse (Chapitre 15), Les enzymes cris- 
tallisées actives doivent par conséquent avoir des conformations 
très proches de celles qu'elles ont en solution. 


c. Détermination de la structure des protéines par RMN 


La détermination des structures tridimensionnelles de petites 
protéines globulaires en solution aqueuse est possible depuis le 
milieu des années 1980, grâce à la technique de spectroscopie par 
RMN à deux dimensions (2D) mise au point, en grande partie, 
par Kurt Wüthrich (et plus récemment par des techniques à 3D et 
4D). Ces techniques de RMN, dont la description dépasse les 
objectifs de cet ouvrage, fournissent les distances interatomiques 
de protons spécifiques distants de <5 À dans une protéine de 
séquence connuc. Les distances entre protons peuvent être soit 
celles dans l'espace, obtenues en spectroscopie nucléaire par effet 
Overhauser (NOESY, Fig. 8-38a), soit celles de liaisons, détermi- 
nées par spectroscopie corélée (COSY). Ces distances, en tenant 
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tances de liaisons et les angles covalentiels, le caractère planaire 


des groupements, la chiralité, et les rayons de van der Waals, sont 
utilisées pour déterminer par ordinateur la structure tridimension- 
nelle de la protéine, Cependant, les mesures des distances entre 
protons n'étant pas très précises, elles ne permettent pas d'en 
déduire une structure unique. En fait, elles sont compatibles avec 
un ensemble de structures étroitement liées. Par conséquent, la 
structure d'une protéine obtenue par RMN (ou de toute autre 
macromolécule de structure bien définie) est souvent donnée 
comme un ensemble de structures compatibles avec les contraintes 
géométriques (cf., Figure 8-38h). La « solidité » de l'ensemble de 
telles structures est révélatrice à la fois de la précision avec 
laquelle la structure est connue, qui, dans le meilleur des cas, est 
grossièrement comparable à celle de la structure d'un cristal obte- 
nue par rayons X avec une résolution de 2 à 2,5 À, et des fluctua- 
tions conformationnelles subies par la protéine (Section 9-4), Les 


NC 


FIGURE 8-38 Structures 2D de protéines par RMN du proton. (a) 
Spectre NOESY d'une protéine donnant des courbes de niveau le long 
des deux axes de fréquence, w, et w, . Le spectre RMN conventionnel de 
la protéine, qui apparaît le long de la diagonale du graphe (0, = &, ), est 
trop encombré pour pouvoir être interprété (même une petite protéine à 
des centaines de protons). Les pics hors de la diagonale, appelés pics de 
croisement, sont dus aux interactions entre deux protons distants de 

< 5 À l'un de l'autre et dont les pics de RMN-ID sont situés à l'intersec- 
tion entre les lignes horizontale et verticale qui passent par le pic de croi- 
sement, et la diagonale [l'effet nucléaire Overhauser (NOE)]. Par 
exemple, la ligne à gauche du spectre représente le polypeptide en exten- 
sion, les lettres N et C indiquant ses extrémités N-et C-terminales, et les 
lettres a à d donnant la position de quatre protons représentés par des 
petits cercles. Les flèches en pointillés indiquent les pics correspondants 
sur la diagonale de RMN auxquels ces protons donnent lieu. Les pics de 
croisement, tels que i, j, et k, situés aux intersections des lignes horizon- 
tals st vaetirals À trauere cdlaue mire de la disonnale indlinment ei v à on 
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méthodes actuelles de RMN ne permettent pas de déterminer la 


structure de macromolécules dont la masse moléculaire dépasse 
40 kD. Toutefois, des progrès récents semblent pouvoir repousser 
cette limite jusqu'à 1000 KD, voire plus. 

Dans la majorité des cas où la structure d'une protéine donnée 
a été déterminée à la fois par RMN et par rayons X, les deux struc- 
tures sont concordantes, Cependant, on trouve parfois des diffé- 
rences non négligeables entre les deux structures. En général, ces 
différences ont pour origine des résidus de surface qui, dans le 
cristal, participent aux contacts intermoléculaires et qui se trouvent 
ainsi éloignés de leurs conformations en solution. Les techniques 
par RMN, non seulement donnent la possibilité de faire des recou- 
pements avec les techniques par rayons X, mais permettent égale- 
ment de déterminer les structures de protéines et d'autres macro- 
molécules qui ne cristallisent pas. De plus, dans la mesure où la 
RMN peut suivre des mouvements dans une échelle de temps qui 


{b) 


NOE entre les deux protons correspondants, ce qui signifie qu'ils sont 
distants de < 5 À l’un de l'autre, Ces relations de distance sont représen- 
tées schématiquement par les trois structures en boucle en bas du spectre. 
Noter que l'attribution d'une relation de distance entre deux protons d'un 
polypeptide implique que les pics de RMN auxquels ils donnent lieu et 
leurs positions dans le polypeptide soient connus, ce qui nécessite de 
connaître la structure primaire du polypeptide, [D'après Wüthnch, K.. 
Science 243, 45 (1989).} (b) Structure par RMN d'un polypeptide de 

64 résidus qui contient le domaine SH3 de la protéine Sre (Section 19- 
3C). Le dessin représente 20 structures superposées cohérentes avec les 
spectres de RMN 2D et 3D de la protéine (chacun calculé à partir d'une 
structure de départ différente et formée au hasard), Le squelette polypep- 
tidique, représenté par ses C,,, est en blanc, et ses chaînes latérales Phe, 
Tyr et Trp sont respectivement en jaune, en rouge et en bleu. On peut 
voir que le squelette polypeptidique se replie en deux feuillets f antipa- 
rallèles à trois brins, formant un sandwich. [Avec la permission de Stuart 
Cechrether Harvaret L'inivercity ! 
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couvre 10 ordres de grandeurs, elle peut être utilisée dans l'étude 
du repliement et de la dynamique des protéines (Chapitre 9). 


(u) 


FIGURE 8-39 Représentations de la structure par rayons X de La 
myoglobine de cachalot, (4) La protéine et le groupement hème qui y 
est associé sont représentés par des bâtonnets, avec les atomes C de la 
protéine en vert et ceux du groupement hème en rouge, les atomes N en 
bleu et les atomes O en rouge. Le Fer et la molécule d'eau qui lui est liée 
sont les sphères en orange et en gris et les liaisons hydrogène sont en 
gris. Dans cette représentation originale de la première structure pro- 
téique connue, l'artiste a utilisé des « déformations créatrices » pour 
accentuer les caractéristiques structurales de la protéine, particulièrement 
ses hélices © [Illustration par Irving Geiss. Droits acquis par le Howard 
Hughes Medical Institute — reproduction interdite sans permission. ] 

{hi La protéine est ici représentée par son squelette des C,, obtenu par 
ordinateur, les atomes €, (les sphères) étant numérotés consécutivement à 
partir de l'extrémité N-terminale, La chaîne polypeptidique de 153 rési- 
dus est repliée en K hélices & (rehaussées ici par des contours dessinés à 
la main) désignées de À à H et reliées par de courts segments polypepti- 
diques, Le groupement hème ten vivler avec son atome Fe représenté par 
une sphère rouge) complexé à une molécule d'eau (sphère orange) est 
montré avec ses deux chaines latérales His étroitement associées (en 
bleu). Une des chaines latérales d'acide propionique du groupement 
hème a été déplacée pour plus de clarté. Les atomes d'hydrogène ne sont 
pas visibles dans ka structure par rayons X. {7 Représentation dessinée 
par ordinateur dans une orientation semblable à celle de la Partie à pour 
metre en évidence la structure secondaire de la protéine. Ici les hélices 
sont en vert et les régions spiralées intermédiaires sont en jaune, Le grou- 
pement hème complexé à une molécule d'O,et ses deux chaines latérales 
His associées sont représentées en modèle « boules et bâtonnets » avec C 
en magenta, N en bleu, O en rouge et Fe en orange. [Les Parties à et h 
sont basées sur une structure par rayons X obtenue par John Kendrew, 
Cambridge University. UK. : Copyright Irving Geis. La Partie « est basée 
sur une structure par rayons X due à Simon Philipps. University of 
Leeds, UK. PDBid IMBO.] 


d. Les structures moléculaires des protéines sont 
représentées d'autant plus fidèlement qu'elles sont 
simplifiées 
Les quelques centaines d'atomes autres que l'hydrogène 

d'une protéine même petite rendent la compréhension de sa 

structure détaillée très difficile. Cette complexité rend si difficile 
la construction de modèles «boules et bâtonnets » que ceux-ci 
sont rarement disponibles, Qui plus est, dessiner une protéine 
avec lous ses atomes autres que l'hydrogène (Fig. 8-39a) est 


inutilement compliqué. Pour être compris, le dessin d'une pro- 
téine doit être simplifié sélectivement. Ainsi, une façon de repré- 
senter le squelette peptidique est de se limiter à ses atomes C, 
(squelette des C,) et de ne représenter que certaines chaînes 
latérales importantes (Fig. 8-39h). Une abstraction encore plus 
poussée représente la protéine sous forme caricaturale qui met 
l'accent sur sa structure secondaire (Fig. 8-39c: voir aussi la 
Fig. 8-19). Des représentations assistées par ordinateur de 
modèles pleins, tels que ceux présentés sur les Fig. 8-12 et 8-18, 
peuvent être aussi utilisées pour mettre en évidence certains 
aspects structuraux de la protéine. Cependant, la méthode la plus 
instructive pour l'étude de la structure d'une macromolécule est 
de recourir à des logiciels d'ordinateur graphiques interactifs 
(Section 8-3C). 


B. Structure tertiaire 


La structure tertiaire d'une protéine est son agencement tridi- 
mensionnel, c'est-à-dire le repliement de ses éléments à structure 
secondaire, ainsi que les dispositions spatiales de ses chaînes laté- 
rales. La première structure par rayons X d'une protéine, celle de 


FIGURE 8-40 Structure par rayons X de la concanavaline A du hari- 
cot sabre, Cette protéine est constituée pour une large part de vastes 
régions en feuillet plissé B antiparallèle, représentées ici par des flèches 
dirigées vers l'extrémité C-1erminale de la chaîne polypeptidique. Les 
sphères représentent des ions métalliques liés à la protéine. Le feuillet à 
l'arrière plan est représenté en modèle plein dans la Fig. 8-18. [D'après 
un dessin de Jane Richardson, Duke University, et une structure par 
rayons X due à George Recke, Jr., Joseph Becker, et Gerald Edelman, 
Thun Bacbafaller Linivercitu PDRU IONA 1 
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la myoglobine de cachalot, fut élucidée à la fin des années 1950 
par John Kendrew et ses collaborateurs. Sa chaîne polypeptidique 
suit un chemin si tortueux (Fig. 8-39), que ces chercheurs furent 
très désappointés par ce manque de régularité, Depuis, plus de 
18 000 structures de protéines ont été décrites, Chacune d'elles est 
une entité unique, très complexe, Néanmoins, leurs structures ter- 
tiaires ont plusieurs points remarquables en commun, comme nous 
allons le voir. 


a. Les protéines globulaires peuvent présenter à la fois des 

hélices « et des feuillets B 

Les principaux types de structures secondaires, les hélices ot et 
les feuillets plissés B, se trouvent fréquemment dans les protéines 
globulaires mais en proportions et combinaisons variables. Cer- 
taines protéines, la myoglobine par exemple, ne sont constituées 
que d'hélices & séparées par de courts segments de liaison qui ont 
une conformation enroulée (Fig 8-39), D'autres, comme la conca- 
navaline À, présentent une proportion importante de feuillets f 
mais aucune hélice & (Fig. 8-40). Cependant. la plupart des pro- 
téines ont des quantités significatives des deux types de structure 
secondaire (en moyenne, environ 31% d'hélice & et 28% de 
feuillet f, le contenu total en hélices, feuillets. tournants et 
boucles {2 comptant pour environ 90% dans une protéine stan- 
dard). L'anhydrase carbonique humaine (Fig. 8-41), tout comme 
la carboxypeptidase et la triose phosphate isomérase (Fig. 8-19), 
sont des protéines de ce type. 


FIGURE 8-41 L'anhydrase carbonique humaine, Les hélices & sont 
représentées par des cylindres et chaque segment de feuillet B par une 
flèche dirigée vers l'extrémité C-terminale du polypeptide. La sphère 
grise au milieu représente un ion Zn°* lié par coordination à trois chaînes 
latérales de His (en bleu), Noter que l'extrémité C-terminale se replie en 
traversant le plan d'une boucle de la chaîne polypeptidique, ce qui fait 
que l'anhydrase carbonique est une des rares protéines natives où l'on 
trouve un nœud, [D'après Kannan, K.K.. et al., Cofd Spring Harbor 
Cons Ouentr Fil 6 M1 (1071, PDRid VAR! 
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b. La disposition des chaines latérales varie avec leur 

polarité 

Les structures primaires des protéines globulaires ne présentent 
généralement pas de séquences répétitives ou pseudo-répétitives 
comme celles qui sont responsables des conformations régulières 
des protéines fibreuses. Néanmoins, les chaînes latérales des pro- 
téines globulaires sont réparties dans l’espace selon leurs polari- 
tes : 


1. Les résidus non polaires Val, Leu, Ile, Mer, et Phe se trou- 
vent essentiellement à l'intérieur de la protéine, à l'abri du solvant 
aqueux. Les interactions hydrophobes à l'origine de cette distribu- 
tion, qui sont en grande partie responsables des structures tridi- 
mensionnelles des protéines natives, sont discutées plus loin, Sec- 
tion 8-4C. 


2. Les résidus polaires chargés Arg, His, Lys, Asp, et Glu sont 
situés essentiellement à la surface de la protéine au contact du sol- 
vant aqueux. Ceci parce que l'immersion d'un ion dans le cœur 
pratiquement anhydre de la protéine se solderait par une perte non 
compensée d'une grande partie de son énergie d'hydratation. 
Lorsque ces groupements se trouvent à l’intérieur de la protéine, 
ils ont souvent une fonction chimique spécifique : assurer la cata- 
lyse ou participer à la liaison d'un ion métallique (par exemple, les 
résidus His qui lient l'ion métallique dans les Fig. 8-39 et 8-41). 


(a) 


FIGURE 8-42 Structure par rayons X du cytochrome c de cœur de 
cheval, La protéine (en bleu) est illuminée par l'atome de Fe de son 
groupement hème (en orange). Dans la Partie a, les chaînes latérales 
hvdennbhobes sent en rouvce et chauns Lu Partie b les chaînes latérales Hhucires. 


3. Les groupements polaires non chargés Ser, Thr, Asn, Gin, 

Tr, et Trp, sont habituellement à la surface de la protéine mais 
peuvent aussi se trouver à l'intérieur de la molécule. Dans ce der- 
nier cas, ces résidus établissent presque toujours des liaisons 
hydrogène avec d'autres groupements de la protéine. En fait, 
presque tous les donneurs de liaison hydrogène enfouis établissent 
des liaisons hydrogène avec des groupements accepteurs enfouis ; 
d'une certaine manière, la formation d'une liaison hydrogène 
« neutralise » la polarité d'un groupement pouvant former une liai- 
son hydrogène. 
Cette répartition des chaînes latérales est bien visible sur la 
Fig. 8-42, qui montre la structure par rayons X du cytochrome c, 
sur la Fig. 8-43 où l'on voit l'exposition des chaînes latérales de 
l'hélice H de la myoglobine à la surface et à l'intérieur, et sur la 
Fig. 8-44, qui représente l'un des feuillets B antiparallèles de la 
concanavaline À. 


c. Les cœurs des protéines globulaires sont agencés 
efficacement avec leurs chaînes latérales en 
conformation relâchée 
Les protéines globulaires sont très compactes ; il y a très peu 

de place à l'intérieur si bien que l’eau s'en trouve presque com- 

plètement expulsée. L'arrangement «en micelle » des chaînes laté- 
rales (les groupements polaires à l'extérieur, les groupements non 


philes sont en vert. [D'après une structure par rayons X due à Richard 
Dickerson, UCLA ; illustration par Irving Geiss. Droits acquis par le 
Howard Hughes Medical Institute -reproduction interdite sans permis- 
con | 
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(a) {(b) 


Résidus 
faisant face à 
l'intérieur de 
la protéine 


Résidus 
exposes à 
la surface 


{c) 


FIGURE 8-43 L'hélice H de Ia myoglobine de cachalot. (a) Représentation 
en roue hélicoïdale (projection en boucle) dans laquelle les positions des 
chaînes latérales autour de l'hélice «x se projettent en descendant le long de 
l'axe de l'hélice vers le plan du papier. Chaque résidu est identifié selon sa 
position dans la séquence polypeptidique et celle qu'il a dans l'hélice H, Les 
résidus qui bordent le côté de l'hélice faisant face aux régions internes de la 
protéine sont tous non polaires (en jaune). Les autres résidus, sauf Leu 137, en 
contact avec le segment qui relie les hélices E et F (Fig. 8-39b), sont exposés 
au solvant et sont plus où moins polaires (en violer), (b) Modèle en ossature, 
vu comme dans la Partie a, où la chaîne principale est en blanc, les chaînes 
latérales non polaires en jaune, et les chaines latérales polaires en violet. 

{c) Modèle compact, vu du bas de la page dans les Parties 4 et h et coloré 
comme dans la Partie b. 


FIGURE 8-44 Modèle compact d'un feuillet B antiparallèle de la concanavaline A, Vue latérale 
avec l'intérieur de la protéine (la surface d'un deuxième feuillet B antiparallèle : voir Fig. 8-40) à 
droite et l'extérieur à gauche. La chaîne principale est en blanc, les chaines latérales non polaires 
en men at loc chaînes lutéralue malairee sn vinlet 
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polaires à l'intérieur) a conduit à les décrire comme « des gouttes 
d'huile à enveloppe polaire », Cette généralisation. quoique pitto- 
resque, n'est pas très précise, La densité de compactage ( volume 
délimité par les surfaces de van der Waals des atomes dans une 
région, divisé par le volume total de la région) des régions internes 
des protéines globulaires est de l'ordre de 0,75, soit une valeur 
identique à celle de cristaux moléculaires de petites molécules 
organiques. Par comparaison, des sphères compactes de taille 
égale ont une densité de compactage de 0,74, tandis que des 
liquides organiques (gouttes d'huile) ont des densités de compac- 
tage comprises entre 0,60 et 0.70, L'intérieur d'une protéine se 
rapproche donc davantage d'un cristal moléculaire que d'une 
goutte d'huile : il est efficacement rempli. 

Les liaisons des chaînes latérales des protéines, y compris 
celles qui se trouvent au cœur de la protéine, ont presque toujours 
des angles de torsion décalés de faible énergie (Fig, 8-Sa), De toute 
évidence, les chaînes latérales internes prennent des conformations 
relâächées, en dépit de la profusion de leurs interactions intramolé- 
culaires (Section 8-4), 


d. Les polypeptides de grande taille forment des domaines 

Les chaines polypeptidiques de plus de 200 résidus environ se 
replient généralement en deux blocs (ou plus) qu'on appelle des 
domaines. qui confèrent à ces protéines une forme bi- ou multi- 
lobée, La plupart des domaines ont entre 100 et 200 résidus 


FIGURE 8-45 Une sous-unité de la glycéraidéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase de Bacillus stearothermophilus. Le polypeptide se 
replie en deux domaines distincts. Le premier domaine (rouge, résidus 
1-146) lie le NAD° (noir) près des extrémités C-1erminales de ses xeg- 
ments f parallèles, et le deuxième domaine (vert) lie le glycéraldéhyde- 
3-phosphate (non montré), [D'après Biesecker, G.. Harris, LE, Thierry, 
10 Walker IR _ et Womaeott. À  MNarere 966 311 119771 1! 


d'acide aminé et un diamètre moyen d'environ 25 À. Par exemple, 
chaque sous-unité de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydro- 
génase présente deux domaines distincts (Fig. 8-45). Une chaîne 
polypeptidique a un certain degré de liberté à l'intérieur d'un 
domaine mais des domaines voisins sont généralement réunis par 
un, éventuellement deux, segments polypeptidiques. Les domaines 
sont donc des unités structuralement indépendantes qui ont cha- 
cune les caractéristiques d'une petite protéine globulaire, En fait, 
la protéolyse ménagée d'une protéine à plusieurs domaines libère 
souvent ses domaines sans en affecter sérieusement la structure ou 
l'activité enzymatique. Cependant, la structure en domaines d’une 
protéine n'est pas toujours évidente, car ses domaines peuvent éta- 
blir des contacts si intenses entre eux que la protéine peut sembler 
une seule entité globulaire. 

L'examen des différentes structures de protéines représentées 
dans ce chapitre montre que les domaines sont constitués d'au 
moins deux couches d'éléments à structure secondaire. Il est facile 
de comprendre pourquoi ; il est indispensable qu'il y ait au moins 
deux couches de ce type pour isoler le cœur hydrophobe d'un 
domaine de l'environnement aqueux. 

Les domaines ont parfois une fonction spécifique comme, par 
exemple, celle d'assurer la liaison d'une petite molécule. Ainsi, sur 
la Fig. 8-45, le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD"*) est lié 
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au premier domaine de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydro- 
génase. Les sites de liaison pour de petites molécules dans des pro- 
téines à multidomaines se trouvent souvent dans des fentes entre 
les domaines, autrement dit, les petites molécules sont liées à des 
groupements de deux domaines. Cette disposition résulte, en par- 
tie, de la nécessité d'interactions souples entre la protéine et la 
petite molécule, que peuvent assurer les liaisons covalentes relati- 
vement flexibles entre les domaines. 


e. Les protéines sont faites de structures supersecondaires 

Certains regroupements d'éléments de structure secondaire, 
appelés structures supersecondaires ou motifs, se trouvent dans 
de nombreuses protéines globulaires non apparentées : 

1. La forme la plus courante de structure supersecondaire est 
le motif BaB (Fig. S8-46a), dans lequel l'enjambement de 
connexion de pas à droite qui relie habituellement deux segments 
en feuillet B parallèle est ici une hélice or. 
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FIGURE 8-46 Représentations schématiques de structures supersecondaires. (a) un motif Bof, (b) un 
motif en épingle à cheveux B, {c) un motif ace, et {d) un motif en clé grecque. et la façon dont il se forme à 


partir d’une épingle à cheveux $ repliée sur elle-même. 


2. Une autre structure supersecondaire courante, le motif en 
épingle à cheveux B (Fig. 8-46b), consiste en un feuillet B anti- 
parallèle formé des segments successifs de la chaîne polypepti- 
dique reliés par des coudes déterminant un retour en arrière. 


3. Dans le motif aa (Fig. 8-46c), deux hélices & antiparallèles 
successives s'appliquent l'une contre l’autre, leurs axes étant incli- 
nés afin de permettre à leurs chaînes latérales en contact d'établir 
des interactions énergétiquement favorables. De telles associations 
stabilisent la conformation en câble enroulé des kératines & (Sec- 
tion 8-2A). 

4. Dans le motif en clé grecque, (Fig. 8-46d; qui doit son 
nom à un motif décoratif courant dans la Grèce antique), un motif 
en épingle à cheveux B est repli? sur lui-même pour former un 
feuillet B antiparallèle à quatre brins. Sur les dix possibilités de 
connexion de ceux-ci, les deux qui donnent une clé grecque sont 
de loin les plus courants dans les protéines. 


En se combinant, éventuellement par superposition, des groupes de 
motifs peuvent former la structure tertiaire d'un domaine, qui 
prend alors le nom de pli (« fold »). 

Le nombre de plis différents possibles pourrait sembler prati- 
quement infini. La comparaison du très grand nombre de structures 
protéiques connues montre qu'il n'en est rien. /! n'existe qu'un 
petit nombre de plis typiques des protéines, la plupart de celles-ci 
contenant en effet des plis que l'on trouve dans des protéines non 
apparentées. La fréquence de découverte de nouvelles structures 
protéiques par rapport à celle de nouveaux plis suggère que le 
nombre de ces derniers ne dépasse pas le millier, et on en a déjà 
identifié environ 600, 

Il existe plusieurs classifications des domaines des protéines 
(voir Section 8-3C). La plus simple est de distinguer les domaines 
a (dont les éléments de structure secondaire ne contiennent que 
des hélices @), les domaines B (qui ne contiennent que des 
feuillets B) et les domaines &/B (contenant des hélices & et des 
feuillets B). Cette dernière catégorie peut être subdivisée en ton- 
neaux 8 et en feuillets 8 ouverts. Les paraeranhes aui suivent 


donnent une description des plis les plus courants trouvés dans 
Chacun de ces groupes. 


f. Domaines « 

Nous avons déjà rencontré un pli ne contenant que des 
hélices @, le pli globine, qui contient 8 hélices sur deux couches 
et que l’on trouve dans la myoglobine (Fig. 8-39) ainsi que dans 
les chaînes & et B de l'hémoglobine (Section 10-2B), Dans un 
autre pli courant « tout & », deux motifs œo se combinent pour for- 
mer un faisceau de 4 hélices, comme dans le cytochrome b:,, 
(Fig. 8-47a). Ici, les hélices sont inclinées de sorte que leurs 
chaînes latérales s’interpénètrent et perdent le contact avec l'envi- 
ronnement aqueux. Elles sont donc essentiellement hydrophobes. 
Le faisceau de 4 hélices existe dans un grand nombre de protéines. 
Cependant, elles ne présentent pas toutes la topologie haut-bas- 
haut-bas (la connectivité) du cytochrome b,,,. L'hormone de 
croissance humaine, par exemple, est un faisceau de 4 hélices de 
topologie haut-haut-bas-bas (Fig. 8-47h). Dans ce type de pli, les 
hélices successives parallèles sont nécessairement reliées par des 
boucles plus longues que dans les hélices successives antiparal- 
lèles. 

On trouve différents types de domaines & dans les protéines 
transmembranaires. Celles-ci seront étudiées dans la Sec- 
tion 12-3A. 


g. Domaines 8 

Les domaines $ contiennent des brins B principalement antipa- 
rallèles (de 4 à plus de 10) qui sont disposés en deux feuillets col- 
lés l’un à l'autre pour former un sandwich B. Ainsi, le pli immu- 
noglobuline (Fig. 8-48), qui forme la structure du domaine de base 
de la plupart des protéines du système immunitaire (Sec- 
tion 35-2B), est constitué d'un feuillet B antiparallèle à 4 brins en 
contact, face à face, avec un feuillet B antiparallèle à 3 brins. Notez 
que les brins dans les deux feuillets ne sont pas parallèles, une 
caractéristique des feuillets B empilés. Les chaînes latérales entre 
ceux-ci ne sont pas en contact avec le milieu aaueux et forment 
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(a) N 


FIGURE 8-47 Structures par rayons X de protéines à faisceaux de 

4 hélices. (a) Cytochrome b,,, de E. coli et (b} hormone de croissan 
humaine, Les protéines sont représentées par leurs squelettes peptidiiqn 
dessinés en rubans, dans lesquels les hélices et les segments qui | 
relient sont colorés du rouge au bleu, comme dans un arc-en-ciel. | 
groupement hème du cytochrome b,,, est en « boules et bitonnets » à 

C en magema, N en bleu, O en rouge. et Fe en orange, Sous chaqi 
représentation en ruban on trouve un diagramme topologique qui montre 
comment les hélices & sont reliées au sein de chaque faisceau de 


donc le cœur hydrophobe du domaine. Les résidus successifs dans 
un brin se projettent alternativement vers les côtés opposés du 
feuillet B (Fig. 8-17) : ces résidus sont donc alternativement hydro- 
phobes et hydrophiles. 

La courbure inhérente aux feuillets B (Section 8-1C) provoque 
souvent leur enroulement en tonneaux B lorsqu'ils contiennent 
plus de 6 brins, En fait, les sandwich B peuvent être considérés 
comme des tonneaux B aplatis. On a observé plusieurs topologies 
différentes pour les tonneaux f. Les plus courantes sont : 


1. Le tonneau B haut/bas, fait de 8 brins B antiparallèles suc- 
cessifs arrangés comme les douves d’un tonneau, Un exemple de 


topologie 
ut/ba lors que cd horrron t nssance (191 rési- 
dus) est du type haut/haut/b rs. Noter ut élices N- et C-termi- 
| Ü LATE LE k IsSANCE SOM [ longues que les deux autres, 
e que ces dernières forment un motif cc [D'après des structures 
ns X du FE. Scott Matthews, Washington University 
School of M cine, et {b) Alexander Wilodawer, Nationn! Cancer Insti- 
1. PDBlis (a) 256B er (b) 1HGI 


cette topologie est la protéine de liaison du rétinol (Fig. 8-49), 
dont la fonction est de transporter dans le sang le rétinol (ou vita- 
mine A), précurseur non polaire du pigment visuel : 


H$C. CH, TE ét 
ce PT en. 5  — à: 7 So À 2 
" 7 CH 
Rétinol 
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FIGURE 8-48 Le pli immunoglobuline. La suucture par rayons X di ni bleu ne dans l'arc-en-ciel. Le diagramme topologique du 
domaine N-terminal du fragment Fab New de l'immunoglobu pli it inoglobulin droite, mont mem sont reliés les feuillets 5 
humaine montre son pli emmunoglobuline, Le squelette peptidique de c ntiparallé ‘br bi an uw empilement au sein du 
domaine de 103 résidus est dessi ruban, ses feuillets f étant repr Jomaine, [D'après structure par rayons X due à Roberto Poljak. The 
sentés par des flèches plates pointant vers l'extrémité C-terminale et Johns Hopkins Schoo! of Medic PDBid 7FAB.] 


FIGURE 8-49 La protéine de liaison du rétinol. Sa structure par urte | 1 feuillet adjacent dans | ns horaire, vu d'en haut. La 
rayons X montre son tonneau [à haut/bas (résidus 1-142 sur 182), Le molécule de rétinol liée à la prot t représentée en blanc selon le 

e peptidique est dessi E en ruban s feuillets PB étant colorés, d modè bon t bätonnet Î hagrarnmime topologique de la protéine 
l'extrémité N-terminale vers l'extrémité C-terminale, du rouge au bl t don droite, [D'après une structure par rayons X due à T. Alwyn 
corneme clans Lin nr -cr 1! Noter ame chaane feuntilet M cet rehé mar un Lot Bisumactioal Contes À le Culte DOHiA 1RHDI 
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(a) N (b) 


FIGURE 8-50 Structure par rayons X du domaine C-terminal de La 
+-B cristalline bovine, (a) Diagramme topologique montrant comment 
ses deux motifs en clé grecque se disposent en tonneau f. Un de ces 
motifs {en rouge) est formé des feuillets B 1 à 4, l'autre (en bleu) des 
feuillets B 5 à S. [D'après Branden, C, and Tooze, 1., {ntroduction 10 Pro- 
tein Structure (2nd ed.), p. 75, Garland (1999).] (h) Squelette du peptide 
(83 résidus) montré en ruban. Ici, les membres d'une paire de feuillets B 
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FIGURE 8-51 Structure par rayons X du peptide N'{N-acétyl-B-D- 
glucosaminyl)asparagine amidase F, une enzyme de Flavobacterium 
meningosepticum, (a) Diagramme montrant la formation d'un tonneau B 
à S brins par enroulement d'une épingle à cheveux B à 4 segments. Un 
diagramme topologique du tonneau en brioche suisse est également mon- 
ué, [D'après Branden, C, et Tooze, J., /ntroduction 10 Protein Structure 
(2nd ed.), pp. 77-78. Garland (1999).} (b) Diagramme en ruban du 
domaine formé des résidus 1! à 140 de cette enzyme de 314 résidus. Ici, 
les deux feuillets B de chauve sement de l'éninele à cheveux 5 ont ln 


antiparallèles en clé grecque ont la même couleur, avec la clé grecque N- 
terminale en rouge (brins 1 & 4) et orange (2 & 3) et la clé grecque C- 
terminale en bleu (5 & 8) et en bleu-vert (6 & 7). Le domaine N-terminal 
de cette protéine à deux domaines est pratiquement superposable à son 
domaine C-terminal. [D'après une structure par rayons X due à Tom 
Blundell, Birbeck College, London, U. K. PDBid 4GCR.] 


(b) 

même couleur, avec les brins 1 & 8 Cbrins N° et Cterminaux) en rougx 
les brins ? & en vrane, les brir & Gen bleu-vert et les brins 4 & 
en bleu, [D'après une structure par rayons X due à Patrick Var Rox 
New York Stnte Denartment of Health, Albuny, New York. PD'Hid 


IPN: ! 


2. Un pli constitué de deux motifs en clé grecque, qui permet 
une autre manière de réunir les brins d'un tonneau B antiparallèle 
à 8 brins. Dans la Fig. 8-50, on voit comment deux de ces motifs 
dans le domaine C-terminal de la y-B cristalline, une protéine du 
cristallin, s'organisent pour former un tonneau f, 


3. Le tonneau en brioche à la marmelade ou en brioche 
suisse (par analogie avec ces pâtisseries enroulées), dans lequel 
une épingle à cheveux B à 4 segments s'enroule en tonneau B 
antiparallèle à 8 brins d'une topologie encore différente, comme 
montré à la Fig. 8-51a. La structure par rayons X de l'enzyme 
peptide-N‘-(N-acetyl-B-D-glucosaminyl)asparagine  amidase 
F, déterminée par Patrick Van Roey, contient un domaine de ce 
type (Fig, 8-51b), 


h. Tonneaux a/B 


Dans les domaines «/B, un feuillet B central parallèle ou mixte 
est flanqué d'hélices «. Le tonneau &/f, représenté à la Fig. 8-19b, 
est une structure d'une remarquable régularité fait de 8 unités Bo 
en tandem (8 motifs Ba superposés) torsadées en hélice de pas à 
droite pour former un tonneau B parallèle à 8 brins à l'intérieur 
d'un tonneau fait de 8 hélices &. Tous les brins B sont à peu près 
antiparallèles à l'hélice & suivante et ils sont tous inclinés d’un 
angle similaire par rapport à l'axe du tonneau. La Fig. 8-52 montre 
la structure par rayons X de la triose phosphate isomérase (TIM) 
de poulet, déterminée par David Phillips, qui est un tonneau a. 
Comme c'est la première structure connue d'un tonneau @/ÿ, on 
l'appelle aussi tonneau TIM. 


Les chaînes latérales issues des hélices & et dirigées vers l'in- 
térieur se mêlent à celles dirigées vers l'extérieur à partir des 
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brins B. Une forte proportion (-40 %) de ces chaines latérales 
appartiennent aux résidus aliphatiques ramifiés Ile, Leu et Val, Les 
chaînes latérales dirigées vers l'intérieur à partir des brins f ont 
tendance à être volumineuses et donc à remplir le centre du ton- 
neau f (contrairement à l'impression donnée par les Fig. 8-19h et 
8-52, les tonneaux @/B n'ont pas de centre creux, sauf dans un seul 
cas connu). Les chaînes latérales qui remplissent les extrémités du 
tonneau sont au contact du solvant et ont donc tendance à être 
polaires : celles du centre n'établissent pas un tel contact et sont 
non polaires. Ainsi, les tonneaux @/B ont un squelette fait de quatre 
couches polypepdidiques où s'intercalent les régions hydrophobes 
des chaînes latérales. Au contraire, les domaines & et les 
domaines B sont faits de deux couches polypeptidiques qui pren- 
nent en sandwich un centte hydrophobe. 

Environ 10 % des enzymes de structure connue contiennent un 
tonneau GB, ce qui en fait le pli le plus souvent rencontré dans 
les enzymes. De plus, pratiquement toutes les protéines en tonneau 
a/B sont des enzymes. Les site actifs des enzymes en tonneau «/f 
sont pratiquement toujours situés dans des poches en entonnoir 
formées par les boucles qui relient les extrémités C-terminales des 
brins B aux hélices «x qui les suivent et entourent ainsi l'ouverture 
du tonneau B, une disposition étonnante dont l'assise structurale 
n'est pas évidente. Peu de protéines en tonneau «/B partagent une 
similitude de séquence. Malgré cette observation. on a proposé que 
toutes les protéines de ce type proviennent d'un ancêtre commun 
et sont donc apparentées (même de loin) par évolution divergente. 
D'après une autre opinion, la structure du tonneau a/B est si bien 
adaptée à la catalyse enzymatique qu'elle est apparue plusieurs 
fois, les enzymes «/B étant dans ce cas apparentés par évolution 
convergente (la nature ayant découvert le même pli à des époques 
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FIGURE 8-52 Structure par rayons X de La triose phosphate isomé- 
rase (TIM), une enzyme de muscle de poulet de 247 résidus. La pro- 
téine est observée à peu près dans l'axe de son tonneau @/B. Le squelette 
du peptide est schématisé en ruban, avec ses unités Ba successives colo- 
rées. de l'extrémité N-terminale vers l'extrémité C-terminale. du rousge au 


bleu, comme dans un arc-en-ciel. Dans le diagramme topologique montré 
à côté, les hélices & sont représentés par des rectangles, [D'après une 
structure par rayons X due à David Phillips, Oxford University, U, K. 
PDBid ITIM.] 
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différentes), La question reste ouverte, faute de données convain- 
cantes en faveur de l'une ou l’autre de ces interprétations, 
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FIGURE 8-53 Diagrammes topologiques (a) de la carboxypeptidase A 
et (b) du domaine N-terminal de la glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase. Les structures par rayons X de ces protéines sont mon- 
trées dans les Figures 8-19o et 8-45, La fine flèche verticale noire indique 
les points de changement topologique de la protéine 


{a) 


FIGURE 8-54 Structure par rayons X d'enzymes contenant un 
feuillet B ouvert. (a) Domaine N-terminal (résidus 20 à 163) de lactate 
déshydrogénase de roussette (330 résidus) et {b) adénylate kinase de porc 
(195 résidus), Les squelettes peptidiques sont montrés en rubans avec les 
unités Ba successives colorées, de l'extrémité N-terminale vers l'extré- 
mité C-terminale, du rouge au bleu, comme dans un arc-en-ciel. Dans la 
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i. Feuillets B ouverts 

Nous avons rencontré ci-dessus des exemples de feuillets B 
ouvert dans la carboxypeptidase A (Fig. 8-19a) et dans le domaine 
N-terminal de la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
(Fig. 8-45). Les diagrammes topologiques correspondants sont 
montrés à la Fig. 8-53, De tels diagrammes, ainsi que les structures 
par rayons X, sont donnés à la Fig. 8-54 pour deux autres protéines 
du même type, les enzymes lactate déshydrogénase (domaine 
N-terminal) et adénylate kinase, Ces plis sont constitués d'un 
feuillet B central, parallèle ou mixte, flanqué de part et d'autre 
d'hélices & qui relient, par des enjambements de pas à droite, les 
brins B parallèles successifs (Fig. 8-20b). Dans un tel feuillet B, 
l'ordre des brins n'est pas le même que dans la séquence. En réa- 
lité, le feuillet B contient un long enjambement qui inverse la direc- 
tion du segment suivant du feuillet et le retourne tête en bas, ce qui 
amène les enjambements hélicoïdaux du côté du feuillet opposé à 
celui des enjambements dans le segment précédent (Fig. 8-55). 
C'est pourquoi ces assemblages sont appelés feuillets doublement 
enroulés (par opposition aux tonneaux @/B, qui sont simplement 
enroulés puisque leurs hélices sont toutes du même côté de leurs 


{(b) 


feuillet B ouvert sont en gris. Dans les diagrammes topologiques de ces 
protéines montrés à côté, les fines flèches verticales noires indiquent les 
points de changement topologique, [D'après une structure par rayons X 
due à (a) Michael Grossman, Purdue University, et (b) Georg Schulz, 
Institut für Organische Chemie und Biochermie, Freiburg, Allemagne. 
PDBids (a) 6LDH & (b) 3ADK 


(a) 


(b) 34 LR 


N 
Ba Ba Bi Ba 


FIGURE 8-55 Feuillets doublement enroulés. {4) Schéma d'un feuillet 
doublement enroulé montrant comment le long enjambement {en vert) 
entre ses segments N- et C-terminaux {en rouge et en bleu) inverse la 
direction du segment C-terminal du feuillet et place du côté opposé les 
enjambements en hélices cc. (b) Diagramme topologique correspondant 
où la fine flèche verticale noire indique les point de changement topolo- 
gique. [D'après Branden, C. et Tooze, J., {ntroduction to Protein Struc- 
ture (2° éd.), p. 49, Garland (1999),] 


feuillets B). Les feuillets doublement enroulés sont constitués de 
trois couches d'un squelette polypeptidique séparées par des 
rËgions de chaînes latérales hydrophobes (au contraire des quatre 
couches des tonneaux a/f et des deux couches des domaines @ et 
des domaines B). Notons que les deux types de domaines conte- 
nant des feuillets B parallèles sont hydrophobes des deux côtés du 
feuillet, les feuillets antiparallèles n'étant hydrophobes que d'un 
côté, Cette stabilisation supplémentaire des feuillets B parallèles 
compense probablement la faiblesse de leurs liaisons hydrogène 
non linéaires par rapport à celles, linéaires, des feuillets B antipa- 
rallèles (Fig. 8-6). 

Il y a peu de contraintes géométriques pour limiter le nombre 
de brins dans les feuillets B ouverts ; on y trouve de 4 à 10 (le plus 
souvent 6) brins B. Le point de changement topologique, c'est- 
à-dire l’endroit où change la direction d'enroulement de la chaîne, 
peut se situer dans n'importe laquelle des jonctions entre une hél- 
lice & et un feuillet B. Par conséquent, les feuillets doublement 
enroulés peuvent présenter un grand nombre de plis différents, De 
plus, certains brins B peuvent emprunter une direction antiparallèle 
pour donner des feuillets mixtes (voir la carboxypeptidase A : 
Fioce 10h et Sn) et dance nlucienure cac il exvicte nue d'un 
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point de changement topologique (voir l'adénylate kinase: 
Fig. 8-54b). 

La structure de domaine la plus courante dans les protéines 
globulaires est le feuillet B ouvert. De plus, pratiquement toutes 
ces protéines sont des enzymes, dont la plupart lient des mono- 
ou des dinucléotides, Ainsi, le pli typique de la lactate déshy- 
drogénase (LDH; Fig. 8-54a) est appelé pli de liaison à dinu- 
cléotide ou pli de Rossmann (d'après Michael Rossmann, qui 
fut le premier à le décrire), C'est parce que les mononucléotides 
sont d'habitude liés par des unités BafBaÿ. dont on trouve deux 
exemplaires dans la LDH, qui lie le dinucléotide NAD'. Dans 
certaines protéines, la deuxième hélice & dans l'unité BaBaf est 
remplacée par un segment polypeptidique non hélicoïdal, par 
exemple entre les segments B5 et B6 de la glycéraldéhyde-3- 
phosphate déshydrogénase (Figs. 8-45 et 8-53b), laquelle lie éga- 
lement le NAD*. 

Au point de changement topologique d'un feuillet B ouvert, les 
boucles qui émergent des extrémités C-terminales des brins 8 flan- 
quants vont vers les côtés opposés du feuillet et forment ainsi entre 
elles une crevasse, Comme l'a montré Carl-lvar Brändén, cette 
crevasse constitue au moins une partie du site actif de l'enzyme, et 
ceci a été confirmé pour plus de 100 structures d'enzymes conte- 
nant un feuillet B ouvert. Ainsi, tant dans les enzymes à tonneaux 
a/B que dans celles à feuillet B ouvert, les sites actifs sont formés 
de boucles émergeant des extrémités C-terminales des brins f. 
Ceci contraste avec les enzymes qui possèdent d'autres types de 
structures de domaines et dont les sites actifs occupent des posi- 
tions quelconques. 


C. Bioinformatique Structurale 


Dans la Section 7-4, nous avons traité de l'application de la bioin- 
formatique à l'étude des séquences des protéines et des acides 
nucléiques, à savoir comment aligner ces séquences et comment 
construire des arbres phylogénétiques. Un aspect tout aussi impor- 
tant de cette discipline en pleine évolution est de représenter et de 
comparer les structures des macromolécules. 


a. La Banque de Données des Protéines 

Les coordonnées atomiques de la plupart des structures déter- 
minées pour les macromolécules sont reprises dans la Banque de 
Données des Protéines (« Protein Data Bank » : PDB). Leur dépôt 
y est exigé par la majorité des périodiques scientifiques qui 
publient des structures macromoléculaires. On trouve plus de 
20000 de celles-ci dans la PDB (protéines, acides nucléiques et 
hydrates de carbone dont les structures ont été déterminées par 
rayons X et autres techniques de diffraction, RMN, microscopie 
électronique ou modélisation théorique). Ce nombre augmente de 
façon exponentielle à raison d'environ 2500 structures par an. Le 
site Web de la PDB (URL) qui donne libre accès à ces coordon- 
nées est repris au Tableau 8-4, 

Dans la PDB, chaque structure déterminée indépendamment 
est identifiée par quatre caractères (sa PDBid), le premier devant 
être un chiffre (1-9), et sans distinction de majuscules ou de minus- 
cules (par exemple, 1IMBO est la PDBid de la structure de la myo- 
globine montrée à la Fig, 8-39c : il n'y a pas nécessairement une 
relation entre la PDBid et le nom de la macromolécule). Un dos- 
cier de conrdnonnéesce donne d'abord l'identification de la molécule 
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TABLEAU 8-4 Sites Web (URL) de bioinformatique structurale 


Bases de données sur les structures 


Protein Data Bank (PDB): 

htip://www.resb.org/pdb/ 

Nucleic Acid Databank: http://ndbserver.rutgers.edu/NDB/ndb.html 
Molecular Modeling Database (MMDB): 
http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/index.shtml 

PQS Protein Quaternary Structure Query Form at the EBI: 
http://pqs.ebi.ac.uk/ 


Programmes de graphisme moléculaire et leurs sites d'accès 

Chime: 

http://www.mdli.com/cgi/dynamic/welcome.html 

Cn3D: 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/CN3D/en3d.shtml 

MAGE: 

butp://kinemage.biochem.duke.edu/ 

Protein Explorer: 

http://www.umass.edu/microbio/chime/explorer/index.htm 

RasMol: 

http://www.bemstein-plus-sons.com/software/rasmol/ et 
http://www.umass.edu/microbio/rasmol/index.html 

Virtual Reality Modeling Language (VRML): 

Exige un accès VRML disponible via 
hup://www.web3d.org/vrml/vrml.htm 


Algorithmes de classification structurale 


CATH (class, architecture, topology and homologous 
superfamily): 
http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath_new/index. html 
CE (combinatorial extension of optimal pathway): 
hup-//cl.sdsc.edu/ 

FSSP (fold classification based on structure structure alignment 
of proteins): 

htip://www2.ebi.ac.uk/dali/fssp/ 

SCOP (structural classification of proteins): 
hup://scop.mre-Imb.cam.ac.uk/scop/ 

VAST (vector alignment search tool): 
hutp://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/VAST/vast.shtml 


la date de dépôt, la source de la structure (l'organisme dont elle a 
été tirée) et le (ou les) auteur(s) qui l'ont déterminée, ainsi que des 
références pertinentes de la linérature. Le dossier explique ensuite 
brièvement comment la structure a été déterminée et avec quel 
degré de précision, et donne toute information utile quant à son 
interprétation, telle que symétrie et résidus éventuellement non 
observés. On trouve ensuite la séquence des différentes chaînes de 
la structure avec la description et les formules de ses goupements 
HET (hétérogènes), à savoir les entités moléculaires distinctes des 
résidues « standard » d'acides aminés ou de nucléotides (molécules 
organiques comme le groupement hème, résidus non standard tels 
que Hyp, ions métalliques, molécules d'eau liées). Suivent les 
positions des éléments de structure secondaire et des ponts disul- 
fure. 


L'essentiel du dossier PDB est une série de relevés (lignes) 
dits ATOM (pour les résidus standard) et HETATM (résidus hété- 
rogènes), qui donnent les coordonnées de chaque atome dans la 
structure. Le relevé ATOM ou HETATM en donne le numéro de 
série de l'atome (d'habitude sa position dans la liste), son nom 
(par exemple C et O pour les atomes C et O d'un carbonyl d'un 
résidu d'acide aminé, CA et CB pour les atomes C, et Cy, N1 
pour l'atome N1 d’une base d'acide nucléique, C4* pour l'atome 
C4’ d'un résidu ribose ou désoxyribose), le nom du résidu [p. 
ex. PHE, G (pour un résidu guanosine), HEM (pour un groupe- 
ment hème), MG (pour un ion Mg?*) et HOH (pour une molé- 
cule d'eau)}, le matricule de la chaîne (p. ex. À, B, C, etc. pour 
les structures qui contiennent plus d'une chaîne, que celles-ci 
soient chimiquement identiques ou non), et le numéro d'ordre du 
résidu dans la chaîne. Le relevé donne ensuite les coordonnées 
(X, Y, Z) cartésiennes (orthogonales) de l'atome, en angstroms à 
partir d’une origine arbitraire, l'espace relatif qu'il occupe (la 
fraction des sites qui contiennent en fait l'atome en question, à 
laquelle on attribue d'habitude la valeur 1,00 mais qui peut être 
un nombre positif inférieur à 1,00 pour des groupements à 
conformations multiples ou pour des molécules ou ions qui ne 
sont liés que partiellement à une protéine), son facteur de tem- 
pérature isotrope (valeur qui renseigne sur le mouvement ther- 
mique de l'atome et d'autant plus grande que ce mouvement est 
grand). Les relevés ATOM sont donnés dans l'ordre des résidus 
dans la chaîne. Pour les structures par RMN, le dossier PDB 
contient une série complète de relevés ATOM et HETATM pour 
chaque membre de l'ensemble des structures calculées lors de La 
résolution de la structure (Section 8-3A; le membre le plus 
représentatif d'une telle série de coordonnées peut être obtenu 
via  http:/msd.ebi.ac.uk/Services/NMRModel/nmrmodel.html). 
Les dossiers PDB se terminent habituellement par des données 
de connectivité (CONECT), qui donnent les connectivités non 
standard entre atomes, comme dans les ponts disulfure et les liai- 
sons hydrogène. 


On peut retrouver un dossier PDB d'après sa PDBid ou bien, 
si on ne la connaît pas, par une recherche qui identifie les dossiers 
d'après des critères tels que le nom de la protéine, son ou ses 
auteurs, sa source, ou encore les techniques utilisées pour en éta- 
blir la structure. Une fois sélectionnée la macromolécule d'intérêt, 
on part de « Structure Explorer» qui commence par donner une 
page de résumé, laquelle permet ensuite de faire apparaître la 
structure en tant qu'image statique ou interactive (voir ci-dessous), 
avec ses coordonnées atomiques (téléchargeables sur l'ordinateur 
de l'utilisateur), et de classer la structure par rapport à d'autres et 
d'en analyser les propriétés géométriques ainsi que la séquence 
(voir ci-desous). 


b. La Banque de Données des Acides Nucléiques 


La Banque de Données des Acides Nucléiques (NDB) ren- 
ferme les coordonnées atomiques des structures contenant des 
acides nucléiques. Ses dossiers ont en gros le même format que 
ceux de la PDB, laquelle contient aussi cette information, Cepen- 
dant, l'organisation de la NDB et ses algorithmes de recherche 
sont adaptés aux acides nucléiques. Sans cette spécialisation, de 
nombreux acides nucléiques de structure connue pourraient échap- 
per à une recherche dans la PDB car ils ne sont identifiés que par 


leur séquence plutôt que par leur nom, contrairement aux protéines 
(p. ex. la myoglobine). 


c. Représentation des structures moléculaires en trois 
dimensions 

La manière la plus instructive d'examiner une structure macro- 
moléculaire est d'utiliser des programmes de graphisme molécu- 
laire. Ceux-ci permettent à l'utilisateur de faire tourner sur l'écran 
une macromolécule et d'ainsi la voir en trois dimensions. Cette 
faculté peut être améliorée par l'examen simultané en vision sté- 
réoscopique. Les données d'entrée de quasi tous les programmes 
de graphisme moléculaire sont des dossiers PDB, Les programmes 
décrits ci-dessous peuvent être téléchargés à partir des sites Web 
données au Tableau 8-4, dont certains fournissent également les 
instructions d'utilisation. 

RasMol, un programme de graphisme moléculaire bien 
connu que l’on doit à Roger Sayle, est en libre accès pour uti- 
lisation sur différentes configurations d'ordinateurs (Windows, 
MacOS et UNIX). Sa contrepartie («plug-in») sur le Web est 
appelée Chime. Avec RasMol et Chime, l'utilisateur peut sélec- 
tionner et faire apparaître simultanément des parties de la macro- 
molécule en différentes couleurs et types de représentation (ossa- 
ture en « fil de fer », boules et bâtonnets, squelette, modèle plein, 
ou schémas). De plus, le PDB permet à l'utilisateur de sélec- 
tionner sur le Web des structures pour les examiner avec le pro- 
gramme, basé sur Chime, appelé Protein Explorer dû à Eric 
Martz ou bien avec Virtual Reality Modeling Language 
(VRML). Un autre programme de graphisme moléculaire, 
MAGE, écrit par David Richardson, fournit des illustrations 
appelées Kinemages et donne une plus grande liberté d'action à 
l'utilisateur que RasMol ou Chime. 


d. Classification et comparaison des structures 

La plupart des protéines partagent des relations structurales. 
En effet, comme nous le verrons à la Section 9-6, ce sont les 
structures des protéines plutôt que leurs séquences qui ont ten- 
dance à être conservées au cours de l'évolution. Le paragraphes 
qui suivent commentent plusieurs sites Web d'accès libre qui 
fournissent des outils permettant de classer et de comparer des 
structures protéiques par ordinateur, On peut y accéder directe- 
ment par ces sites Web (Tableau 8-4) ou via un lien associé à 
une protéine sélectionnée dans la PDB par la fenêtre « Structu- 
ral Neighbors» du Structure Explorer. L'étude des structures 
avec ces programmes donne des informations sur la fonction, 
révèle des relations évolutives lointaines que ne font pas appa- 
raître les comparaisons de séquence (Section 7-4B), fournit des 
bibliothèques de plis (« folds ») particuliers permettant des pré- 
dictions quant aux structures et explique pourquoi certains types 
de structure l'emportent sur d’autres. 

1. CATH (Classe, Architecture, Topologie et Superfamille 
d'Homologie) classe les protéines, comme son nom l'indique, 
selon une hiérarchie structurale à quatre niveaux. (1) La « Classe », 
niveau le plus élevé, attribue à la protéine sélectionnée une des 
quatre catégories suivantes d'après la structure secondaire géné- 
rale: Principalement @&, Principalement B, «/B (contenant des 
hélices & et des feuillets B), et Peu de Structures Secondaires. 
(2) « Architecture » décrit la disposition générale de la structure 
secondaire indépendamment de la topologie. (3) « Topologie » ren- 
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seigne sur la forme générale de la protéine et les connexions de ses 
structures secondaires. (4) «Superfamille d'Homologie » s'ap- 
plique aux protéines de structure connue qui sont homologues 
(partagent un ancêtre commun) à la protéine d'intérêt. On peut 
faire apparaître un dessin statique ou interactif (Chime/RasMol ou 
VRML) de chacune des protéines. Pour 1IMBO (myoglobine de 
cachalot) la classification CATH est Classe (C) : Principalement & ; 
Architecture (A): faisceau orthogonal:; Topologie (T): de type 
Globine : et Superfamille d'Homologie (H): Globine. CATH per- 
met à l'utilisateur de parcourir dans les deux sens les différents 
niveaux hiérarchiques et d'en comparer les structures. 


2. CE (Combinatorial Extension ; extension combinatoire du 
chemin optimal) trouve dans la PDB toutes les protéines dont les 
structures peuvent être alignées avec la structure d'intérêt dans les 
limites de critères géométriques assignés par l'utilisateur. On peut 
aligner les acides aminés de ces protéines sur base de leur place 
dans la structure plutôt que de leur alignement dans la séquence 
proprement dite (Section 7-4B). Les protéines ainsi alignées peu- 
vent être visualisées simultanément via RasMol, Protein Explorer, 
ou une application Java appelée « Compare 3D » qui montre à la 
fois les squelettes des C,, et les séquences alignées. CE peut de 
même montrer l'alignement optimal de deux séquences choisies 
par l'utilisateur, 


3. FSSP (Fold classification based on Structure-Structure ali- 
gnment of Proteins ; classification des plis fondée sur un aligne- 
ment des structures des protéines) reprend dans la PDB les pro- 
téines dont les structures ressemblent, du moins en partie, à la 
protéine d'intérêt, et ceci sur base de comparaisons, constamment 
mises à jour, de toutes les structures de la PDB. Ces comparaisons 
sont réalisées par le programme Dali qui tient compte des dis- 
tances entre les différents atomes dans chaque domaine d'une pro- 
téine. Avec Chime, on peut alors visualiser une ou plusieurs pro- 
téines en alignant les structures de régions similaires. On peut 
aussi représenter, pour des protéines particulières ou pour toute 
une famille de protéines, leurs alignements de séquence basés sur 
la structure. 


4. SCOP (Structural Classification Of Proteins : classification 
structurale des protéines) classe les structures des protéines essen- 
tiellement sur base de considérations topologiques obtenues 
«manuellement » d'après une hiérarchie à six niveaux : Classe 
[Tout &, Tout B, &/B (contenant un mélange d'hélices & et de 
brins B), «+ B (où les hélices ot et les brins B sont dans des régions 
séparées), et Multi-domaines (contenant des domaines de classes 
différentes)], Pli (groupements dont la disposition des éléments de 
structure secondaire est similaire), Superfamille (renseigne sur les 
relations évolutives lointaines fondées sur des critères structuraux 
et fonctionnels), Famille (renseigne sur les relations évolutives 
proches fondées sur les séquences et les structures), Protéine, et 
Espèce. Pour 1MBO on obtient Classe : Tout &; Pli: de type Glo- 
bine; Superfamille: de type Globine:; Famille: Globines: Pro- 
téine: Myoglobine ; Espèce : Cachalot (Physeter catodon). Avec 
SCOP, l'utilisateur peut «naviguer » dans les branches de cette 
organisation hiérarchique et en tirer une liste de membres connus 
d'une branche particulière. Ainsi, pour 1MBO, SCOP donne la 
liste des 137 structures de la PDB qui contiennent la myoglobine 
de cachalot (une des protéines les plus étudiées au plan structural). 
Chime permet alors de visualiser une protéine d'intérêt ou un 
membre d'une branche particulière. 
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5. VAST (Vector Alignment Search Tool; outil de recherche 

d'alignement de vecteurs) est une composante du système Entrez 
du National Center for Biotechnology Information (NCBD). Il 
donne une liste précalculée de protéines de structure connue qui 
ressemblent à la protéine d'intérêt au plan structural (« voisines par 
la structure »), Le système VAST utilise la Base de Données de 
Modélisation Moléculaire («Molecular Modeling Database » : 
MMDB), une banque de données rassemblées par le NCBI à par- 
tir des coordonnées de la PDB mais dans laquelle les molécules 
sont représentées par des graphiques de connexions plutôt que par 
des ensembles de coordonnées atomiques. Avec VAST on peut 
superposer la protéine d'intérêt dans son alignement structural à 
cing autres protéines via Cn3D [un programmme de graphisme 
moléculaire qui permet de voir les dossiers MMDB et qui est d'ac- 
cès libre pour différentes configurations d'ordinateurs 
(Tableau 8-4)] ou à une seule autre protéine via MAGE. VAST 
donne également une liste précalculée de protéines de séquence 
similaire à celle de la protéine d'intérêt («voisines par la 
séquence ») et fournit, pour celle-ci, des liens informatiques avec 
plusieurs banques de données bibliographiques dont MedLine. 
La fenêtre « Other Sources » de Structure Explorer donne accès à 
d'autres outils pour l'analyse, la classification et la comparaison 
d'après les structures. La fenêtre « Sequence Details » donne la 
séquence de chaque chaîne de la structure et, pour les polypep- 
tides, donne la structure secondaire de chaque résidu. 


4 B STABILITÉ DES PROTÉINES 


Aussi incroyable que cela puisse paraître, des mesures thermodyna- 
miques montrent que les protéines natives sont des entités à la 
limite de la stabilité dans les conditions physiologiques. L'énergie 
libre nécessaire pour les dénaturer est de l'ordre de 0,4 kJ*mol”! de 
résidus d'acide aminé, soit pour des protéines de 100 résidus une 
stabilité typique de l'ordre de 40 kJ:mol"! seulement, alors que 
l'énergie nécessaire pour rompre une liaison hydrogène typique est 
de l'ordre de 20 kJ:mol"!. Les différentes interactions non cova- 
lentes auxquelles une protéine est soumise — interactions électrosta- 
tiques (aussi bien attractives que répulsives), liaisons hydrogène 
(aussi bien intramoléculaires qu'avec l'eau), et les forces hydro- 
phobes — représentent un potentiel énergétique de plusieurs milliers 
de kilojoules par mole pour l'ensemble de la molécule protéique. 
Par conséquent, la structure d'une protéine est le résultat d'un 
équilibre fragile entre des forces compensatoires puissantes. Dans 
cette section nous discutérons de la nature de ces forces et nous ter- 
minerons par l'étude de la dénaturation des protéines, c'est-à-dire, 
de la façon dont ces forces peuvent être rompues. 


A. Forces électrostatiques 


Les molécules sont des assemblages de particules électriquement 
chargées. Leurs interactions sont donc déterminées, en première 
approximation, par les lois de l'électrostatique classique (des cal- 
culs plus précis nécessiteraient l'application de la mécanique 
quantique). L'énergie d'association, U, de deux charges élec- 
triques, q, et g:, séparées par une distance r, est obtenue en inté- 
grant l'expression de la loi de Coulomb, Ég. [2.1], qui correspond 
au travail nécessaire à la séparation de ces charges d’une distance 


infinie + 


ns kq;q: 
Dr 


Dans cette équation, £ = 9,0 x 10° J:m-C? et D est la constante 
diélectrique du milieu dans lequel les charges sont plongées (rap- 
pelez-vous que D = 1 dans le vide et, d’une façon générale, qu'elle 
augmente avec la polarité du milieu ; Tableau 2-1). La constante 
diélectrique d’une région de dimension moléculaire est difficile à 
estimer, Pour l'intérieur d'une protéine, on prend habituellement 
une valeur entre 3 et 5, par analogie avec les constantes diélec- 
triques mesurées pour des substances qui ont des polarités sumi- 
laires comme le benzène et l'éther éthylique. 

La loi de Coulomb n'est valide que pour des charges de symé- 
trie ponctuelle ou sphérique immergées dans un milieu dont la D 
est constante. Cependant, les protéines ne sont pas sphériques et 
leurs valeurs internes de D varient avec la position. De plus, une 
protéine en solution est associée à des ions mobiles tels que Na’ et 
CF, lesquels modulent le potentiel électrostatique de la protéine. 
Le calcul du potentiel électrostatique d'une protéine exige donc 
des algorithmes sophistiqués au plan mathématique et gros 
consommateurs de temps d'ordinateur, qui ne peuvent être traités 
ici. En recourant à de telles méthodes, on peut calculer le potentiel 
électrostatique de surface des protéines avec le programme 
GRASP (Graphical Representation and Analysis of Surface Pro- 
perties ; représentation graphique et analyse des propriétés de sur- 
face) inventé par Anthony Nicholls, Kim Sharp et Barry Honig. La 
Fig. 8-56 montre un diagramme GRASP pour l'hormone de crois- 
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FIGURE 8-56 Diagramme GRASP pour l'hormone de croissance 
humaine. La surface de la protéine est colorée en fonction de son poten 
tiel électrostatique, avec ses régions les plus négatives en rouge foncé, Les 
plus positives en bleu foncé, et les neutres en blanc, L'orientation de la 
protéine est comme dans la Fig. 8-47b, [D'après une structure par 


rayons X due à Alexander Wiodawer, National Cancer Institute, Frede- 
miot Alorulonmt MTL TETE! 1 


sance humaine dans lequel la surface de la protéine est colorée 
d'après son potentiel électrostatique. De tels diagrammes sont 
utiles pour déterminer dans quelle mesure une protéine peut s'as- 
socier avec des molécules chargées (autres protéines, acides 
nucléiques, substrats). Des calculs similaires permettent de prédire 
les pK des groupements de surface des protéines, ce qui peut être 
d'un grand intérêt pour élucider le mécanisme d'action des 
enzymes (Section 15-1). 


a. Les interactions ioniques sont fortes mais ne stabilisent 

pas fortement les protéines 

L'association de deux groupements protéiques ioniques de 
charges opposées s'appelle paire d'ions ou pont salin. Selon 
l'Ég. (8.1), l'énergie d'une paire d'ions typique, comme le grou- 
pement carboxylate de Glu et le groupement ammonium de Lys, 
dont les centres de charge sont séparés de 4,0 À dans un milieu de 
constante diélectrique 4, est égale à -86 kJ-mol"! (une charge 
électronique = 1,60 x 107 !°C). Cependant, les ions libres en milieu 
aqueux sont fortement solvatés et la formation d'un pont salin 
implique un coût entropique pour disposer les chaînes latérales 
chargées du pont salin. En conséquence, l'énergie libre de solva- 
tation de deux ions séparés est pratiquement égale à l'énergie libre 
de formation de leur paire d'ions non solvatés. Ainsi, les paires 
d'ions ne participent que modestement à la stabilisation de la 
structure d'une protéine native. C'est pourquoi, bien qu'environ 
75 % des résidus chargés se présentent sous forme de paires, très 
peu de paires d'ions sont enfouies (non solvatées) et les paires 
d'ions exposées au milieu aqueux ne sont que rarement conservées 
dans les protéines homologues. 


b. Les interactions dipôle-dipôle sont faibles mais 
stabilisent significativement les structures des protéines 
Les associations non covalentes entre molécules électrique- 

ment neutres, appelées collectivement forces de van der Waals, 
se forment à partir d'interactions électrostatiques entre dipôles per- 
manents et/ou induits. Ces forces sont responsables d'interactions 
multiples d'intensités variables entre atomes voisins non liés. (La 
liaison hydrogène, un cas particulier d'interaction dipolaire, est 
étudiée dans la Section 8-4B). 

Les interactions entre dipôles permanents jouent un rôle déter- 
minant dans la structure des protéines car beaucoup de leurs grou- 
pements, les groupements carbonyl et amide du squelette pepti- 
dique par exemple, ont des moments dipolaires permanents. Ces 
interactions sont généralement beaucoup plus faibles que les inter- 
actions charge-charge des paires d'ions. Par exemple, deux grou- 
pements carbonyl avec chacun des dipôles de 4,2 x 107% Cm 
(1,3 unités debye) orientés de façon optimale en tête-bêche 
(Fig. 8-57a) et distants de 5 À dans un milieu de constante 
diélectrique 4, n'ont une énergie attractive calculée que de 
9,3 kJ-mol”!. De plus, ces énergies varient avec r7* si bien 
qu'elles diminuent rapidement avec la distance. Cependant, dans 
les hélices ct, les extrémités négatives des groupements dipolaires 
amide et carbonyl du squelette polypeptidique sont toutes orientées 
dans la même direction (Fig. 8-11) ce qui rend additifs leurs inter- 
actions et dipoles de liaison (bien sûr ces groupements forment 
aussi des liaisons hydrogène, mais nous nous intéressons ici à leurs 
champs électriques résiduels). Ainsi, l'hélice œ& possède un 
moment dipolaire significatif, positif vers l'extrémité N-terminale 
et néoatif verce l'extrémité (Cctenminale Par conçséanent dance Le 
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cœur de la protéine, dont la constante diélectrique est faible, les 
interactions dipôle-dipôle influencent significativement le replie- 
ment de la protéine. 

Un dipôle permanent induit également un moment dipolaire sur 
un groupement voisin, ce qui crée une interaction attractive 
(Fig. 8-57b). De telles interactions dipolaires induites par un 
dipôle sont généralement beaucoup plus faibles que les interac- 
tions dipôle-dipôle, 

Bien que les molécules non polaires soient pratiquement élec- 
triquement neutres, à un instant donné elles ont un petit moment 
dipolaire dû au mouvement fluctuant rapide de leurs électrons. Ce 
moment dipolaire transitoire polarise les électrons d'un groupe- 
ment voisin, créant ainsi un moment dipolaire (Fig. 8-57c) de sorte 
que, à proximité de leurs distances de contact de van der Waals, les 
groupements sont attirés les uns vers les autres (un résultat de la 
mécanique quantique que la physique classique ne peut expliquer). 


(a) interactions entre dipôles permanents 


(b) Interactions entre dipôle induit et dipôle 


(c) Forces de dispersion de London 


+ - + = 
FIGURE 8-57 Interactions dipôle-dipôle, La force de chaque dipôle est 
représentée par l'épaisseur de la flèche qui l'accompagne. (a) Interactions 
entre dipôles permanents, Ces interactions, représentées ici par des grou- 
pements carbonyl alignés tête à queue, peuvent être attractives, comme 
dans ce cas, où répulsives, selon l'orientation respective des dipôles. 

(b) Interactions entre dipôle induit et dipôle.Un dipôle permanent (un 
groupement carbony! dans ce cas) induit un dipôle dans un groupement 
proche (ici un groupement méthyl) en déformant sa répartition en élec- 
trons (ombrage), 1 s'ensuit toujours une interaction attractive. (c) Forces 
de dispersion de London. Le déséquilibre en charge instantané (ombrage) 
dû au mouvement des électrons dans une molécule (à gauche) induit un 
dipôle dans un groupement voisin (à droite); autrement dit, les mouve- 
ments des électrons dans un groupement voisin sont en corrélation. 1] 


c'enennêt inanirure une interaction aftrartive 
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Ces forces de dispersion de London sont extrèmement faibles. 
Par exemple, la chaleur de vaporisation du CH,, qui est de 
8.2 kJ:mol'!, indique que l'interaction attractive d'un contact 
H::"H (atomes non liés) entre deux molécules voisines de CH, est 
de l'ordre de -0,3 kJ:mol! (sous forme liquide, une molécule de 
CH, entre au contact de ses 12 voisines les plus proches avec envi- 
ron 2 contacts H-*-H chacune). 

Les forces de London ne sont significatives que pour des grou- 
pements en contact car leur énergie d'association est proportion- 
nelle à r°, Néanmoins, le grand nombre de contacts interato- 
miques dans l'intérieur très encombré des protéines fait que les 
forces de London jouent un rôle important dans la détermination 
de leurs conformations. Les forces de London fournissent aussi 
une part importante de l'énergie nécessaire à l'établissement d'in- 
téractions stériquement complémentaires entre les protéines et les 
molécules auxquelles elles se lient spécifiquement. 


B. Forces des liaisons hydrogène 


Comme nous l'avons vu dans la Section 2-1A, les liaisons hydro- 
gène (D—H:"" A) sont essentiellement des interactions électrosta- 
tiques (mais dont environ 10% sont de nature covalente) entre un 
groupe donneur faiblement acide (D—H) et un accepteur (A) por- 
teur d'une paire d'électrons non partagée. Dans les systèmes bio- 
logiques, D et A peuvent être l'un et l'autre les atomes très élec- 
tronégatifs N et O et parfois les atomes S. De plus, un groupement 
C—H relativement acide (p. ex. un groupement C,—H) peut ser- 
vir de donneur faible dans une liaison hydrogène, et le système 
polarisable d'électrons p dans un cycle aromatique (p. ex. celui de 
Trp) peut servir d'accepteur faible. 

Les liaisons hydrogène ont des énergies d'association com- 
prises d'habitude entre -12 et -40 kJ:mol! (mais seulement 
entre -8 et 16 kJ-mol”! pour les liaisons hydrogène C—H:": A et 
D—H:-"x et entre -2 et -4 kJ-mol”! pour les liaisons hydrogène 
C—H:--"n), valeurs comprises entre celles des liaisons covalentes 
et celles des forces de van der Waals. Les liaisons hydrogène (liai- 
sons H}) sont beaucoup plus directionnelles que les forces de van 
der Waals mais moins que les liaisons covalentes. La distance 
D:-- A est généralement comprise entre 2.7 et 3,1 À. Toutefois, les 
atomes H n'étant visibles que dans les structures macromo- 
léculaires par rayons X de très haute résolution, une interaction 
D—H::: A (où D et A sont chacun N ou O) est réputée liaison H 
si la distance D--" A est inférieure à 3,7 À, somme de la longueur 
de la liaison D—H (-1,0 À) et de la distance de contact de van der 
Waals entre H et A (-2.7 À). Rappelons-nous cependant qu'il n'y 
a pas de distance précise au delà de laquelle les liaisons H sont per- 
dues, parce que l'énergie d'une liaison H, de nature essentielle- 
ment électrostatique, varie en raison inverse de la distance entre les 
centres positifs et négatifs (Éq. [8.1}). 

Les liaisons H tendent à être linéaires, la liaison D—H étant 
dirigée vers l'orbitale de la paire non partagée de l'accepteur (dans 
les liaisons H de type D—H:-:x. elle est à peu près perpendicu- 
laire au cycle aromatique et elle est dirigée vers son centre, la dis- 
tance entre celui-ci et l'atome D étant de 3,2 à 3.8 À). Cependant, 
il n'est pas rare de trouver des déviations importantes par rapport 
à cette géométrie idéale. Par exemple, dans les liaisons H des 


hélices @ (Fig. 8-11) tout comme dans celles des feuillets B plis- 
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approximativement vers les liaisons C = O plutôt que vers l'orbi- 
tale de la paire non partagée d'un O, et dans les feuillets  plissés 
parallèles (Fig. 8-16b), les liaisons H sont loin d'être linéaires. En 
fait, beaucoup de liaisons H dans les protéines font partie de 
réseaux où chaque donneur est lié par liaison H à deux accepteurs 
(liaison hydrogène bifide) et où chaque accepteur est lié par liai- 
son H à deux donneurs. Par exemple, bien que dans une hélice & 
idéale les liaisons H s'établissent entre les groupes N—H d'un 
résidu » et les groupes C = O du résidu n — 4 (liaisons H n — n - 
4), dans les hélice & observées de nombreux groupes N—H s'as- 
socient, par le biais de liaisons H bifides, à deux groupes C = O 
adjacents pour former aussi bien des liaisons H n — n — 4 que des 
liaisons H n — n - 3), 


a. Les liaisons hydrogène ne stabilisent que faiblement les 
protéines 

Les groupements internes d’une protéine pouvant établir des 
liaisons H sont disposés de sorte que pratiquement toutes les liai- 
sons H possibles puissent se former (Section 8-3B). De toute évi- 
dence, les liaisons H ont une influence déterminante sur les struc- 
tures des protéines. Cependant, une protéine déroulée établit la 
majorité de ses liaisons H avec les molécules d'eau du milieu 
aqueux (rappelons que l'eau est un excellent donneur et accepteur 
de liaisons H). L'énergie libre de stabilisation que les liaisons H 
internes confèrent à la protéine native est donc égale à la différence 
entre l'énergie libre de formation de liaisons H de la protéine 
native et celle de la protéine déroulée. On pourrait donc d'attendre 
à ce que la formation de liaisons H ne stabilise pas significative- 
ment, et même déstabilise légèrement, la structure d'une protéine 
native comparée à son état déroulé. Cependant, les interactions par 
liaisons H sont essentiellement de nature électrostatique. Elles 
seront donc plus fortes à l'intérieur d'une protéine, qui est non 
polaire, que dans le milieu aqueux très polaire. De plus, on peut 
invoquer un gain d'entropie qui déstabilise les liaisons H entre 
l'eau et le polypeptide déroulé par rapport aux liaisons H internes 
à la protéine. En effet, les molécules d'eau unies par liaisons H à 
un polypeptide auront plus de chance d'être arrangées quant à la 
position et à l'orientation, que celles qui sont unies par liaisons H 
à d'autres molécules d'eau, et ceci favorisera la formation de liai- 
sons H intraprotéiques. De fait, la soustraction, par mutagenèse, 
d’une liaison H à une protéine en réduit d'habitude la stabilité de 
-2 à 8 kJ-mor!. 

Malgré leur faible stabilité, es liaisons hydrogène internes 
d'une protéine fournissent une base structurale pour expliquer sa 
structure native : si une protéine se repliait de sorte que certaines 
de ses liaisons H internes ne puissent se former, leur énergie libre 
serait perdue et une telle conformation serait moins stable que 
celles où les liaisons H sont toutes formées. En réalité, la forma- 
tion des hélices & et des feuillets B satisfait les besoins en liaisons 
H du squelette polypeptidique. Cet argument s'applique aussi aux 
forces de van der Waals vues dans la section précédente. 


b. Dans les protéines la plupart des liaisons hydrogène 
sont locales 
Comment une molécule aussi complexe qu'une protéine peut- 
elle se replier des sorte que pratiquement toutes ses liaisons H se 
forment ? La réponse a été donnée par l'examen des liaisons H 
dans des structures par rayons X à haute résolution, réalisé par Ken 
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sont locales, c'est-à-dire qu'elles impliquent des donneurs et des 
accepieurs qui sont proches dans la séquence et peuvent donc 
trouver facilement leur partenaire. 


1. En moyenne, 68 % des liaisons H dans les protéines s'éta- 
blissent entre des atomes du squelette, Parmi elles, -1/3 forment 
des linisons H » — n — 4 (comme dans les hélices & idéales), -1/3 
forment des liaisons H n — n — 3 (comme dans les coudes avec 
retour en arrière et les hélices 3,, idéales), et -1/3 forment des liai- 
sons H entre brins appariés dans des feuillets B. En fait, à peine 
=3 % des liaisons H entre les atomes du squelette n’appartiennent 
pas entièrement à une hélice, un feuillet ou un tournant. 


2. Les liaisons H entre chaînes latérales et squelette sont grou- 
pées aux extrémités des hélices. Dans une hélice &, le quatre pre- 
miers groupements N—H et les quatre derniers groupements C = 
O ne peuvent établir des liaisons H au sein de l'hélice (ce qui 
représente la moitié des liaisons H possibles entre atomes du sque- 
lette dans une hélice de 12 résidus, longueur moyenne des 
hélices 0, Ces liaisons H potentielles s'établissent souvent avec 
des chaînes latérales voisines. Ainsi, -1/2 des groupements N—H 
Nterminaux des hélices & forment des liaisons H avec des chaînes 
latérales polaires distantes de 1 à 3 résidus, et -1/3 de leurs grou- 
pements € = OQ Cerminaux forment des liaisons H avec des 
chaînes latérales polaires distantes de 2 à 5 résidus. 


3 Plus de la moitié des liaisons H entre chaînes latérales 
impliquent des résidus chargés (formant ainsi des ponts salins) et 
sont done localisées à la surface de la protéine, entre des boucles 
ou à l'intérieur de celles-ci. Cependant, -85 % des autres liaisons 
H entre chaînes latérales concernent des chaînes latérales distantes 
de | à 5 résidus. Ainsi, à l'exception de celles des ponts salins, les 
liaisons H entre chaînes latérales ont tendance à être locales. 
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C. Forces hydrophobes 


L'effet hydrophobe est le nom donné à l'ensemble des facteurs qui 
permettent aux substances non polaires de minimiser leurs 
contacts avec l'eau et les molécules amphipathiques, comme les 
savons et les détergents, pour former des micelles en solution 
aqueuse (Section 2-1B), Puisque les protéines natives forment une 
sorte de micelle intramoléculaire dans laquelle les chaînes latérales 
non polaires sont fortement à l'abri du solvant aqueux, les inter- 
actions hydrophobes doivent constituer un facteur déterminant des 
structures protéiques. 

L'effet hydrophobe est la conséquence des propriétés spéciales 
de l'eau en tant que solvant, en particulier de la valeur élevée de 
sa constante diélectrique. De fait, d'autres solvants polaires, 
comme le diméthylsulfoxyde (DMSO) et la NN-diméthylforma- 
mide (DMF), ont tendance à dénaturer les protéines. Les données 
thermodynamiques du Tableau 8-5 expliquent avec beaucoup de 
pertinence l'origine de l'effet hydrophobe, car le transfert d'un 
hydrocarbure de l'eau vers un solvant non polaire ressemble au 
transfert d'une chaîne latérale non polaire de l'extérieur d'une pro- 
téine en solution aqueuse vers son espace interne. Les variations 
d'énergie libre de Gibbs en conditions isothermiques (AG = AH — 
TAS) pour le transfert d'un hydrocarbure d'une solution aqueuse 
vers un solvant non polaire sont négatives quelles que soient les 
conditions, ce qui signifie, comme nous le savons, que de tels 
transfents sont des processus spontanés (l'huile et l'eau ne se 
mélangent pas). Ce qui peut-être est inattendu, c'est que ces pro- 
cessus de transfert sont endothermiques (A4 > 0) pour des com- 
posés aliphatiques et athermiques (A4 = 0) pour des composés 
aromatiques : autrement dit, si l'on ne s'en tient qu'à l'enthalpie, 
la dissolution de molécules non polaires est plus (ou aussi) favo- 


TABLEAU 8-5 Variations thermodynamiques accompagnant le transfert d'hydrocarbures de 


l'eau vers des solvants non polaires à 25°C * 


Transfert 


CH, dans HO —= CH, dans CH, 
CH, dans H,0 == CH, dans CCI, 
CH, dans H,0 == C,H, dans le benzène 
C;H, dans HO —= C;H, dans le benzène 
C;H; dans HO == C;H, dans le benzène 
Benzène dans H}O —= benzène liquide” 
Toluène dans HO —= toluène liquide ” 


AH -TAS AG 


(kJ mot!) (KI: mol-!) (kJ«mot-!) 
11.7 -26 -10.9 
10,5 -22.6 12.1 

9.2 25.1 159 
6.7 188 -12. 
0.8 88 -8.0 
0.0 172 172 
0.0 -20,0 -20.0 


“A6, la variation d'énergie libre unitaire de Gibbs, est la variation d'énergie libre de Gibbs, AG, corrigée 
pour sa dépendance vis-à-vis de li concentration et qui, de ce fait, reflète seulement les propriétés inhérentes de 
la substance en question et son interaction avec le solvant. Cette relation, selon l'équation [3.13}, est 


AG, = aG + nRT in LA 


IA 


où [A] et [A,} sont respectivement les concentrations initiales et finales de la substance considérée, et # le 
nombre de moles de certe substance. Puisque le second terme de cette équation est un terme purement entropique 
(concentrer une substance augmente son ordre), AS,, La variation d'entropie unitaire, s'exprime 


AS, m AS + ak in LA 


* Valeurs mesurées à 18°C. 


IA] 
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rable dans l'eau que dans un milieu non polaire. Au contraire, la 
composante entropie de la variation d'énergie libre unitaire, -TAS, 
(voir la note a au bas du Tableau 8-5), est importante et négative 
dans tous les cas. Pour être clair, le transfert d'un hydrocarbure 
depuis un milieu aqueux vers un milieu non polaire est assuré par 
l'entropie, Il en est de même du transfert d'un groupement pro- 
téique non polaire depuis un environnement aqueux vers l'inté- 
rieur non polaire de la protéine. 


Quel est le mécanisme physique qui explique que des entités 
non polaires sont exclues de solutions aqueuses ? Rappelez-vous 
que l'entropie est une mesure de l'ordre d'un système ; elle diminue 
lorsque l'ordre augmente (Section 3-2). Ainsi, la diminution de 
l'entropie quand une molécule non polaire ou une chaîne latérale 
est solvatée par l'eau (l'inverse du processus que nous venons de 
voir) doit être due à un processus de mise en ordre. Il s'agit d'une 
observation expérimentale, et non d'une conclusion théorique. Les 
valeurs des variations d'entropie sont trop importantes pour pou- 
voir être attribuées uniquement à des changements de conformation 
des hydrocarbures : comme Henry Frank et Marjorie Evans l'ont 
fait remarquer en 1945, il est plus vraisemblable que ces variations 
d'entropie sont liées à une organisation de la structure de l'eau. 


L'eau liquide a une structure très ordonnée et très riche en liai- 
sons H (Section 2-1A), L'arrivée d'un groupement non polaire 
dans cette structure va la perturber : un groupement non polaire ne 
peut ni accepter ni former de liaison H, si bien que les molécules 
d'eau à la surface de la cavité occupée par le groupement non 
polaire ne peuvent former de liaisons H avec d'autres molécules 
selon leur mode habituel, Afin de retrouver l'énergie correspon- 
dant aux liaisons H perdues, ces molécules d'eau de surface doi- 
vent se réorienter afin de former un réseau de liaisons H qui 
entoure la cavité (Fig. 8-58). Cette orientation correspond à une 
réorganisation de la structure de l'eau car, pour les molécules 
d'eau, le nombre de possibilités de formation de liaisons H autour 
de la surface d'un groupement non polaire est inférieur au nombre 
de possibilités qu'elles ont pour former des liaisons H dans l'eau. 

Malheureusement. la complexité de la structure de base de 
l'eau (Section 2-1A) n'a pas permis jusqu'ici d'avoir une descrip- 
tion détaillée de ce processus de réorganisation. Selon un modèle 
proposé, l'eau forme par liaisons H autour des groupements non 
polaires des cages pseudo-cristallines qui rappellent celles des cla- 
thrats (Fig. 8-59). Cependant, les valeurs des variations d'entro- 
pie qui accompagnent la dissolution de substances non polaires 
dans l'eau indiquent que les structures de l'eau qui en résulteraient 
ne seraient qu'à peine plus ordonnées que celle de l'eau pure, Elles 
doivent être également très différentes de celles de la glace ordi- 
naire, car par exemple, la solvatation de groupements non polaires 
par l'eau s'accompagne d'une diminution importante du volume 
d'eau (ainsi, le transfert d'un CH, de l'hexane à l'eau réduit le 
volume de la solution d'eau de 22,7 mL.-mol"! de CH), alors que 
la congélation de l'eau s'accompagne d'une augmentation de son 
volume de 1,6 mL.-mol°!. 

La variation d'énergie libre défavorable qui accompagne l'hy- 
dratation d'une substance non polaire due à la mise en ordre des 
molécules d'eau avoisinantes explique que la substance non 
polaire soit exclue de la phase aqueuse, Ceci parce que l'aire de 
surface de la cavité qui contient un agrégat de molécules non 
polaires est inférieure à la somme des aires de surface des cavités 
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FIGURE 8-58 Orientation préférentielle des molécules d'eau au voisi- 
nage d'un soluté non polaire. Afin d'optimiser l'énergie de leurs liai- 
sons hydrogène, ces molécules d'eau ont tendance à recouvrir le soluté 
inerte de manière à ce que deux ou trois de leurs directions tétraédriques 
soient tangentes à sa surface. Ceci leur permet d'établir des linisons 
hydrogène {en noir) avec les molécules d'eau voisines qui bordent la sur- 
face non polaire. Cette organisation des molécules d'eau intéresse plu- 
sieurs couches de molécules d'eau après la première enveloppe d'hydra- 
tation du soluté non polaire. 


gation de groupes non polaires minimise donc l'aire de surface de 
la cavité et donc la perte d'entropie de l'ensemble du système. On 
peut dire que les groupements non polaires sont expulsés de la 
phase aqueuse par des interactions hydrophobes. On a calculé, par 
mesures thermodynamiques, que la variation d'énergie libre qui 
accompagne le départ d'un groupement —CH,— d'une solution 


FIGURE 8-59 Structure du clathrat (n-C,H,),S*F- - 23 H,0, Les cla- 
1hrats sont des complexes cristallins de composés non polaires avec l'eau 
(formés généralement à basses températures et à hautes pressions) dans 
lesquels les molécules non polaires sont enfermées, comme sur la figure, 
dans une cage polyédrique de molécules d'eau liées par liaisons hydro- 
gène tétraédriques (représentées ici par leurs atomes d'oxygène). Les 
interactions par liaison hydrogène d'une seule molécule d'eau (flèche) 
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FIGURE 8-60 Variation de l'indice d'hydropathie du chymotrypsino- 
gène bovin. La somme des hydropathies de neuf résidus consécutifs (voir 
Tableau 8:6) est portée en graphique en fonction de la position du résidu 
dans la séquence. Un indice d'hydropathie largement positif correspond à 
une région hydrophobe de la chaîne polypeptidique, tandis qu'une valeur 


| 

aqueuse est de l'ordre de -3 kJ-mol-!. Bien que cette quantité 
d’ ié libre soit relativement faible, dans des assemblages 
moléculaires qui comportent un grand nombre de contacts non 
; oo “à interactions hydrophobes représentent une force effi- 


aér Kauzmann a montré en 1958 que les forces hydrophobes 
sont un facteur déterminant pour provoquer le repliement des pro- 
véines qui leur donne leur conformation native. La Figure 8-60 
montre que les hydropathies (indices calculés en combinant les 


TABLEAU 8-6 Échelle d'hydropathie des chaines latérales 


Chaîne latérale Hydropathie 
| lle 4,5 
Val 42 
| Leu 3,8 
Phe 2,8 
Os 25 
Met 1,9 
Ala LS 
Giy —0,4 
 Thr 0,7 
| Ser -0,8 
Trp -0,9 
Tyr 1,3 
Pro -1,6 
His -32 
Glu -3,5 
| Gin 3,5 
Asp -3,5 
Asn -3,5 
Lys 3,9 
Arg 4,5 


| D hu LR 4 Pine 
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largement négative correspond à une région hydrophile. Les barres au- 
dessus de la ligne centrale indiquent les régions internes de la protéine, 
selon les résultats de l'analyse par rayons X, et les barres en dessous de 
cette ligne indiquent les régions à la surface de la protéine, [D'après 
Kyte, J. et Doolitile, R.F,, Z. Mol. Biol, 157, 111 (1982).] 


tendances hydrophobe et hydrophile; Tableau 8-6) des chaînes 
latérales des acides aminés sont en fait de bons indicateurs pour 
prédire quelles portions de la chaîne polypeptidique seront à l'inté- 
rieur de la protéine, hors de contact du solvant aqueux, et quelles 
portions seront à l'extérieur, au contact du solvant aqueux. Dans les 
protéines, les conséquences des forces hydrophobes sont souvent 
appelées liaisons hydrophobes, sans doute pour montrer la nature 
spécifique du repliement protéique sous l'influence de l'effet 
hydrophobe. Toutefois, rappelez-vous que les liaisons hydrophobes 
ne sont pas à l'origine des interactions spécifiques directionnelles 
généralement associées au terme « liaison ». 


D. Ponts disulfure 


Puisque les ponts disulfure se forment en même temps que la pro- 
téine se replie pour prendre sa conformation native (Section 9-1 A), 
ils participent à la stabilisation de sa structure tridimensionnelle. 
Cependant, le caractère relativement réducteur du cytoplasme 
diminue fortement la stabilité des ponts disulfure intracellulaires. 
En réalité, presque toutes les protéines ayant des ponts disulfure 
sont sécrétées vers des destinations extracellulaires plus «oxy- 
dantes » où leurs ponts disulfure stabilisent efficacement les struc- 
tures protéiques [les protéines sécrétées prennent leurs conforma- 
tions natives — et donc établissent leurs ponts disulfure - dans le 
réticulum endoplasmique (voir Section 12-4B) qui, à la différence 
des autres compartiments cellulaires, a un environnement « oxy- 
dant »]. Il semble que le caractère relativement « hostile » des envi- 
ronnements extracellulaires vis-à-vis des protéines (par exemple, 
températures et pH non contrôlés) nécessite une stabilité structu- 
rale supplémentaire qui est apportée par les ponts disulfure. 


E. Dénaturation des protéines 


Les stabilités conformationnelles fragiles des protéines natives les 
rendent sensibles à la dénaturation par modification de | r ‘équilibre 
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FIGURE 8-61 Dénaturation d'une protéine, La dénaturation thermique 
de la nbonucléase À (ARNase A) de pancréas de bœuf en solution dans 
un tampon de HCI-KCTI à pH 2.1 et de force ionique 0,019 a été suivie 
par plusieurs techniques sensibles à des changements de conformation 
des protéines, La courbe a été tracée en suivant uniquement les point A, 
La température de fusion, T. est définie comme celle qui correspond au 
milieu de la transition. Comparer l'allure de cette courbe de fusion à 
celle de l'ADN duplex (Fig. 5-16). [D'après Ginsburg, A. et Carroll, 
WR.. Biochemistry 4, 2169 (1965).] 


native. Quand on chauffe une protéine en solution, ses propriétés 
qui dépendent de la conformation, comme le pouvoir rotatoire 
(Section 4-2A), la viscosité, et l'absorption en UV, changent brus- 
quement dans une zone étroite de température (Fig. 8-61). Un 
changement aussi brusque ne peut s'expliquer que si la protéine 
native se déplie de façon coopérative : tout dépliement local de la 
structure déstabilise la structure restante, qui prend immédiate- 
ment la forme dite « enroulement au hasard » (random coil : Sec- 
tion 8-1D), La température de demi-dénaturation est appelée tem- 
pérature de fusion, 7... de la protéine, par analogie avec la fusion 
d'un solide. La plupart des protéines ont des valeurs de T,, bien en- 
dessous de 100 °C. Rappelez-vous que les acides nucléiques, eux 
aussi, ont des T,, caractéristiques (Section 5-3C). 

Outre les températures élevées, différentes conditions et 
diverses substances dénaturent les protéines : 

1. Les variations de pH modifient les états d'ionisation des 
chaines latérales d'acides aminés (Tableau 4-1), qui changent la 
répartition des charges et les besoins en liaisons H de la protéine. 

2. Les détergents, dont certains perturbent sérieusement les 
structures protéiaques à des concentrations aussi faibles que 10° M. 


s'associent par interactions hydrophobes avec les résidus non 
polaires de la protéine, interférant ainsi avec les interactions hydro- 
phobes impliquées dans la structure native de la protéine. 

3. Des concentrations élevées de substances organiques 
solubles dans l'eau, comme les alcools aliphatiques, interfèrent 
avec les forces hydrophobes qui stabilisent les structures pro- 
téiques et ce à cause de leurs propres interactions hydrophobes 
avec l'eau. Les substances organiques ayant plusieurs groupes 
hydroxyles, comme l'éthylène glycol ou le saccharose, 


CH,0H CH,0H 
(a) 
(eo) 
H H H H 

| | HO N CH,0H 
HO OH | 

H OH OH H 

Ethylène glycol 


sont cependant de médiocres agents dénaturants car leur possibi- 
lité d'établir des liaisons H les rend moins aptes à déstabiliser la 
structure de l'eau. 

L'influence des sels est plus aléatoire. La Figure 8-62 montre 
les effets de plusieurs sels sur la T,, de la ribonucléase A (ARNase 
A) de pancréas de bœuf. Certains sels, comme (NH,),S0, et 
KH,PO,, stabilisent la structure de la protéine native (la T,, aug- 
mente) : d'autres, comme KCI et NaCI, ont peu d'effet; d'autres 
encore, comme KSCN et LiBr, la déstabilisent. L'ordre d'efficacité 
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FIGURE 8-62 Température de fusion de l'ARNase A en fonction des 
concentrations en différents sels. Toutes les solutions contiennent aussi 
du KC1 0,15M et un tampon de cacodylate de sodium 00134, pH 7. 
ID'anrbe von Minnel PI et Wno KV [L Ril l'hom 10 1011 (10€ 1 


des différents ions pour stabiliser une protéine, qui est pratique- 
ment indépendant de la protéine elle-même, correspond à leur 
capacité à précipiter (« salt out ») les protéines (Section 6-2A). Cet 
ordre est appelé série d'Hofmeister : 


Anions: SO? > H,PO; > CH,COO" > CF > Br 
> > CIO; > SCN° 
Cations:  NHi,Cs*,K*, Na* > Li* > Mg} > Ca* > Bat 


Les ions qui, dans la série de Hofmeister, ont tendance à déna- 
turer les protéines, I, C10”,, SCN-, Li*, Mg?*, Ca°*, et Ba°*, sont 
dits chaotropiques. On peut ajouter à cette liste l'ion guanidium 
(Gu*) et l’urée non ionique, qui, à des concentrations comprises 
entre 5 et 10 M, sont les agents dénaturants de protéines les plus 
utilisés. L'effet de différents ions sur les protéines est fortement 
cumulatif : GuSCN est un agent dénaturant beaucoup plus puissant 
que GuCI souvent utilisé, tandis que Gu,SO, stabilise les struc- 
tures protéiques. 

Les agents chaotropiques augmentent la solubilité des sub- 
stances non polaires dans l'eau. Par conséquent, leur efficacité 
comme agents dénaturants est due à leur capacité à rompre les 
interactions hydrophobes même si le mécanisme responsable n'est 
pas très bien compris. Réciproquement, les substances qui stabili- 
sent les protéines renforcent les forces hydrophobes, favorisant 
ainsi la tendance de l'eau à repousser les protéines. Cela explique 
la corrélation entre la capacité d’un ion à stabiliser les protéines et 
à les précipiter. 


F. Explication de la stabilité des protéines 
thermostables 


Certaines espèces de bactéries dites hyperthermophiles vivent à 
des températures voisines de 100°C (dans des sources d'eau 
chaude ou des cheminées hydrothermales sous-marines, le cas le 
plus extrême étant l’archébactérie Pyrolobus fumarii, qui peut 
pousser à 113 °C). Ces organismes possèdent plusieurs voies méta- 
boliques identiques à celles des mésophiles (organismes qui vivent 
à température « normale »). Or, la plupart des protéines de ces der- 
niers se dénaturent aux températures auxquelles prolifèrent les 
hyperthermophiles. Quelle est la base structurale de la thermosta- 
bilité des protéines hyperthermophiles ? 

La différence de stabilité entre les protéines (hyper)thermo- 
philes et les protéines mésophiles correspondantes ne dépasse pas 
100 kJ-mol”!, ce qui équivaut à quelques interactions non cova- 
lentes. C'est sans doute pourquoi on n'a pas trouvé de différence 
significative entre les structures par rayons X des enzymes hyper- 
thermophiles et celles de leurs homologues mésophiles. On 
observe bien quelques différences de structure secondaire, mais 
pas plus grandes qu'entre protéines homologues de mésophiles de 
parenté lointaine. Cependant, plusieurs de ces enzymes thermo- 
stables présentent à leur surface une surabondance de ponts salins, 
dont de nombreux sont arrangés en vastes réseaux. Un tel réseau 
dans la glutamate déshydrogénase de Pyrococcus furiosis com- 
porte 18 chaînes latérales. 

L'idée selon laquelle des ponts salins peuvent stabiliser une 
structure protéique semble en contradiction avec la conclusion de 
la Section 8-4A, à savoir la faible stabilité des paires ioniques. La 
clé de ce paradoxe apparent est que, dans les protéines thermo- 
ctahlesg les nantes galine forment des résearrx Ainei le gain d'éner- 
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gie libre entre charges lorsqu'un troisième groupement chargé 
s'associe à une paire d'ions est comparable à celui qui résulte de 
l'association des membres de cette paire d'ions, alors que l'éner- 
gie libre perdue pour désolvater et immobiliser la troisième chaîne 
latérale ne représente que la moitié de l'énergie perdue pour unir 
les deux premières. Il en est bien sûr de même lors de l'addition 
d'une quatrième, cinquième, etc. chaîne latérale à un réseau de 
ponts salins. 

Toutes les protéines thermostables ne présentent pas une telle 
abondance de ponts salins, Des comparaisons de structure suggè- 
rent que ces autres protéines sont stabilisées par une combinaison 
d'effets mineurs, qui contribuent à augmenter la taille du cœur 
hydrophobe de la protéine et celle de l'interface entre ses domaines 
et (ou) ses sous-unités, ainsi que le compactage de l'intérieur 
de la protéine comme le montre la diminution du rapport sur- 
face/volume. 

Le fait que des protéines homologues peuvent être soit hyper- 
thermophiles, soit mésophiles, et exercer les mêmes fonctions 
montre que les protéines mésophiles n'ont pas la stabilité maxi- 
male, Ceci suggère que la faible stabilité de la plupart des pro- 
téines dans les conditions physiologiques (en moyenne 0,4 KJ/mol 
de résidu d'acide aminé) est une propriété capitale qui a été sélec- 
tionnée au cours de l'évolution. Cette propriété pourait favoriser la 
flexibilité structurale nécessaire à l’action physiologique de nom- 
breuses protéines (Section 9-4), Une faible stabilité pourrait aussi 
faciliter l'élimination de conformations plus stables, mais non 
natives (Section 9-2C), promouvoir le dépliement des protéines qui 
doivent s’insérer dans des membranes ou les traverser (Section 12- 
4E), ou (et) encore accélérer leur dégradation programmée (Sec- 
tion 32-6). 


5  STRUCTURE QUATERNAIRE 


Compte tenu de leurs multiples groupements polaires et non 
polaires, les protéines s’attachent à presque tout, sauf à d'autres 
protéines. Ceci, parce que, sous la pression évolutive, les groupe- 
ments de surface des protéines se sont disposés de manière à évi- 
ter l'association des protéines dans des conditions physiologiques. 
S'il n'en était pas ainsi, l'agrégation non spécifique résultante 
entre protéines leur ôterait toute utilité fonctionnelle (rappelez- 
vous, par exemple, les conséquences de l’anémie falciforme ; Sec- 
tion 7-3A). Cependant, lors de ses études de pionnier sur la struc- 
ture des protéines par ultracentrifugation, The Svedberg découvrit 
que quelques protéines ont plus d'une chaîne polypeptidique. Des 
études postérieures ont montré que ceci s'applique à la plupart des 
protéines, en tout cas à presque toutes celles de masse moléculaire 
>100 kD. De plus, ces sous-unités polypeptidiques s'associent 
selon une géométrie bien particulière, L'arrangement spatial de ces 
sous-unités est ce qu'on appelle la structure quaternaire d'une 
protéine. 

Plusieurs raisons expliquent pourquoi des protéines à plusieurs 
sous-unités sont si courantes. Dans les grands assemblages de pro- 
téines, comme les fibrilles de collagène, la construction par sous- 
unités, plutôt que la synthèse d'une énorme chaîne polypeptidique, 
présente des avantages comparables à ceux de l'utilisation d'élé- 
ments préfabriqués pour édifier un bâtiment. Des anomalies peu- 
vent être réparées en ne remplaçant que la sous-unité défectueuse, 
le site où la sous-unité est construite peut être distinct du site d'as- 
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semblage du produit final, et la seule information génétique néces- 
saire pour spécifier l'ensemble de l'édifice est celle qui spécifie les 
quelques sous-unités différentes qui s'assemblent spontanément. 
Dans le cas des enzymes, l'augmentation de la taille d'une protéine 
tendra à préciser davantage les positions dans l'espace des grou- 
pements qui forment le site actif de l'enzyme. Augmenter la taille 
d'une enzyme par association de sous-unités identiques sera plus 
efficace, à cet égard, qu’augmenter la longueur de sa chaîne poly- 
peptidique car chaque sous-unité possède un site actif, De plus, il 
existe des enzymes multimériques où le site actif est situé à l'in- 
terface entre sous-unités et est alors constitué par des groupements 
appartenant à deux sous-unités, voire davantage. Enfin, la 
construction par sous-unités de beaucoup d'enzymes fournit la 
base structurale de la régulation de leurs activités. Les mécanismes 
de cette fonction essentielle sont étudiés dans les Sections 10-4 et 
134. 

Dans cette section nous étudions comment les sous-unités s'as- 
socient, quels types de symétrie elles présentent, et comment leurs 
stæchiométries peuvent être déterminées. 


À. Interactions entre sous-unités 


Une protéine à plusieurs sous-unités peut être constituée de 
chaînes polypeptidiques identiques ou différentes. L'hémoglobine, 
nous l'avons vu, a une composition en sous-unités @&,f,. Nous 
appellerons des protéines ayant des sous-unités identiques des oli- 
gomères ou protéines oligomériques et ces sous-unités identiques 
des protomères. Un protomère peut donc être constitué d'une 
chaîne polypeptidique ou de plusieurs chaînes polypeptidiques dif- 
férentes. Selon cette définition, l'hémoglobine est un dimère (oli- 
gomère de deux protomères) de protomères af (Fig. 8-63). 
L'association de deux sous-unités enfouit entre 1000 et 
2000 À? d'aire de surface qui serait autrement exposée au solvant. 
Les zones de contact ainsi ménagées ressemblent très fort à l'inté- 
rieur d'une protéine possédant une seule sous-unité. Elles contien- 
nent des chaînes latérales non polaires regroupées, des liaisons H 
impliquant les squelettes polypeptidiques et leurs chaînes latérales, 
et, dans certains cas, des ponts disulfure intercaténaires. Cepen- 
dant, le caractère hydrophobe des interfaces entre sous-unités est 
intermédiaire entre celui de l'intérieur et celui de l'extérieur des 
protéines. En particulier, ces interfaces sont moins hydrophobes 
pour les protéines qui se dissocient in vivo que pour les autres. De 


FIGURE 8-63 Structure quaternaire de 
l'hémoglobine. Dans ce modèle compact et 
en stéréo les sous-unités @,, &, B,. et Bi, sont 
colorées respectivement en jaune, vert, bleu- 
vert, et violet. Les noyaux hèmes sont en 
rouge. La protéine est vue selon son axe de 
rotation moléculaire d'ordre deux qui relie le 
protomère &,f, au protomère &,B;. Pour bien 
visualiser des dessins en stéréo, consulter 
l'appendice de ce chapitre. [D'après une 
structure par rayons X due à Max Perutz, 
MRC Laboratory of Molecular Biology, Cam- 
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plus, les interfaces entre sous-unités contiennent souvent des ponts 
salins qui contribuent à la spécificité et à la stabilité des associa- 
tions entre sous-unités. 


B. Symétrie dans les protéines 


Dans pratiquement toutes les protéines oligomériques, les proto- 
mères sont disposés symétriquement et donc occupent des posi- 
tions géométriquement équivalentes dans l'oligomère. Ceci 
implique que chaque protomère a épuisé ses possibilités de liaison 
à d’autres protomères, sinon des oligomères plus importants se for- 
meraient. À cause de cette limitation dans les possibilités de liai- 
son, les protomères se réunissent autour d’un seul point pour for- 
mer une enveloppe fermée, un phénomène appelé symétrie 
ponctuelle. Les protéines ne peuvent présenter de symétrie ren- 
versée ou en « miroir », Car de telles opérations de symétrie trans- 
formeraient les résidus chiraux L en résidus D. Donc, les protéines 
ne peuvent avoir que des symétries de rotation. 

Comme l'ont montré les structures par rayons X de cristaux de 
protéines, on trouve dans celles-ci plusieurs types de symétrie de 
rotation ; 


L Symétrie cyclique 


Dans le type de symétrie de rotation le plus simple, la symé- 
trie cyclique, les sous-unités sont reliées (amenées à coïncider) 
par un seul axe de rotation (Fig. 8-64a). On dit que des objets qui 
ont des axes de rotation d'ordre 2, 3,..., ou n ont une symétrie 
Cy Cu... où C,. Un oligomère qui a une symétrie C, présente n 
protomères reliés par des rotations de (360/n)°. La symétrie C, est 
la symétrie la plus courante dans les protéines; des symétries 
cycliques supérieures sont relativement rares. 

Un mode d'association courant entre protomères reliés par un 
axe de rotation d'ordre deux est le prolongement d'un feuillet B à 
travers les frontières des sous-unités. Dans ce cas, l'axe d'ordre 
deux est perpendiculaire au feuillet B de sorte que deux brins f 
symétriquement équivalents établissent des liaisons hydrogène en 
disposition antiparallèle. Par exemple, le sandwich de deux 
feuillets $ à quatre brins du protomère de la transthyrétine (aussi 
appelée préalbumine) se prolonge à travers l'axe d'ordre deux 
pour donner un sandwich de deux feuillets B à huit brins 
(Fig. 8-65), On trouve aussi une relation de symétrie C, entre les 
deux protomères af de l'hémoglobine (Fig. 8-63). 
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(c) Symétrie 
tétraédrique 


FIGURE 8-64 Exemples de symétries possibles de protéines ayant des 
protomères identiques. La forme lenticulaire, le triangle, le carré, et le 
pentagone aux extrémités des lignes en pointillés indiquent respective- 
ment les axes de rotation uniques d'ordre deux, trois, quatre, et cinq des 
objets représentés. (a) Assemblages à symétries cycliques C,, C;, et Cs. 
(b) Assemblages à symétries dièdres D, D,, et D;. Pour ces objets, un 


2. Symétrie dièdre 

La symétrie dièdre (D,), un type de symétrie de rotation plus 
compliqué, se présente lorsqu'un axe de rotation d'ordre n inter- 
cepte un axe de rotation d'ordre deux à angles droits (Fig. 8-64b), 
Un oligomère ayant une symétrie D, comporte 2n protomères. La 
symétrie D, est, de loin, la symétrie dièdre la plus courante dans 
les protéines. 

Les sous-unités & et B de l'hémoglobine ont des structures à ce 
point semblables que, dans le tétramère &,B,, elles établissent une 
relation selon des axes de rotation de pseudo-ordre deux, qui sont 
perpendiculaires à l'axe d'ordre deux exact du tétramère (dans le 


FIGURE 8-65 Dimère de transthyrétine vu dans la direction de son 
axe de symétrie d'ordre deux (symbole lenticulaire rouge). Chaque 
protomère est constitué d’un tonneau f (en fait un sandwich de 
feuillets B) contenant deux clés grecques (Fig. 8-50a). Noter la manière 
dont ces deux feuillets B se prolongent en disposition antiparallèle dans 
l'autre protomère de même symétrie pour former un sandwich de deux 
feuillets B à huit segments. Deux de ces dimères s'associent dos-à-dos 
dans la protéine native pout former un tétramère à symétrie D,. Cette 
protéine était connue auparavant sous le nom de préalbumine. [D'après 
un dessin de Jane Richardson, Duke University et d'une structure par 
ravons X due à Colin Blake. Oxford University. U, K. PDBid 2PAB.| 


Symétrie 

icosaédrique 

axe d'ordre deux est perpendiculaire aux axes verticaux d'ordre deux, 
quatre, et trois. {c) Assemblages à symétrie T, O, et /. Noter que le 
tétraèdre possède certains éléments de symétrie du cube, mais pas tous, 
et que le cube et l'octaèdre ont la même symétrie, [Copyright Irving 
Geis.] 
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FIGURE 8-66 Structure par rayons X de la glutamine synthétase de 
Salmonella typhimurium. Cette enzyme comporte 12 unités identiques. 
représentées ici par leur squelette des C,. disposées en symétne D,. 

(a) Vue dans la direction de l'axe de symétrie d'ordre six ne montrant 
que les six sous-unités de l'anneau supérieur, altemativement en bleu et 
en vert. Les sous-unités de l'anneau inférieur se trouvent pratiquement 
sous celles de l'anneau supérieur, Le diamètre de la protéine, chaines 


plan de la Fig. 8-63 ; voir Section 10-2B), On dit du tétramère qu'il 
est pseudo-symétrique et qu'il a une symétrie pseudo-D,. La 
structure par rayons X de la glutamine synthétase montre que 
cette enzyme comporte 12 sous-unités identiques établissant des 
relations de symétrie D, (Fig. 8-66). 

Dans les conditions adéquates, beaucoup d'oligomères ayant 
une symétrie D, se dissocient en deux oligomères, chacun ayant 
une symétrie €, (ils étaient reliés par les axes de rotation d'ordre 
deux dans l'oligomère D,). Ceux-ci, à leur tour, se dissocient pour 
donner leurs protomères dans des conditions de dissociation plus 
rigoureuses. 


3. Autres symétries de rotation 


Les seuls autres types d'objets à symétrie de rotation sont ceux 
qui ont les symétries de rotation d'un tétraèdre (7), d'un cube ou 
d'un octaèdre (0), où d'un icosaèdre (2), et qui ont respectivement 
12, 24, ou 60 positions équivalentes (Fig. 8-64c). Certains com- 
plexes multienzymatiques ont une symétrie octaédrique (Section 
21-2A), alors que les dispositions des sous-unités dans les enve- 
loppes protéiques de ce qu'on appelle les virus sphériques sont 
basées sur une symétrie icosaédrique (Section 33-2A). 


a. Symétrie hélicoïdale 

Certains oligomères protéiques ont une symétrie hélicoïdale 
(Fig. 8-67), Les sous-unités chimiquement identiques dans une 
hélice ne sont pas strictement équivalentes car, par exemple, celles 
qui se trouvent à l'extrémité de l'hélice ont un environnement dif- 
férent de celles situées au centre. Néanmoins, l'entourage de toutes 
les sous-unités d'une hélice longue, excepté pour celles proches 
des extrémités, est pratiquement identique et les sous-unités sont 
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latérales comprises {non montrées) est de 143 À. Les six sites actifs illus- 
trés sont repérables par les ions Mn°* qui y sont liés {sphères en rouge). 
{(b) Vue latérale dans la direction de l'un des axes d'ordre deux de la pro- 
téine montrant les six sous-unités les plus proches, La molécule mesure 
103 À le long de cet axe d'ordre six, lequel est vertical dans cette repré- 
sentation. [Avec la permission de David Eisenberg, UCLA, PDBid 
2GLS,] 


téines de structure, par exemple celles de l’actine (Section 35-3A) 
et de la tubuline (Section 35-3F), s'assemblent en fibres avec une 
symétrie hélicoïdale. 


b. Accès aux coordonnées atomiques de structures 

quaternaires à fonction biologique 

Dans la PDB («Protein Data Bank), tout enregistrement de 
structure cristalline par rayons X contient les coordonnées ato- 
miques de l'unité asymétrique de sa cellule (au sens physique) de 
base (la cellule de base est la plus petite partie d'un réseau cris- 
tallin répétée par translation). On peut obtenir la structure de l'en- 
semble du cristal en appliquant sa symétrie cristallographique (la 
combinaison du point de symétrie de la cellule de base avec sa 
symétrie de translation). Ainsi, pour une protéine douée d'une 
structure quaternaire, son dossier PDB peut contenir les coordon- 
nées d'un seul de ses nombreux protomères ou peut-être celles de 
deux protomères, ou plus, appartenant à différentes molécules à 


Sous-unité Fragment Hélice 


d'hélice 


FIGURE 8-67 Structure hélicoïdale formée d'un seul type de sous- 
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fonction biologique. De plus, l'application des transformations de 
symétrie qui sont souvent données dans l'en-tête du dossier PDB 
peut fournir les coordonnées de régions de différentes molécules. 
Pour minimiser ces difficultés, un procédé informatique permet 
d'obtenir les coordonnées de la molécule biologiquement active la 
plus probable, sur base de plusieurs critères, comme « maximiser » 
l'aire de surface accessible au solvant qui est perdue lors de la for- 
mation de l'oligomère. Un atlas en libre accès (http://pqs. 
ebi.ac.uk/) donne les structures quaternaires les plus probables des 
macromolécules dont les structures cristallographiques ont été 
déterminées par rayons X. 


C. Détermination de la composition en sous-unités 


Si l'on ne dispose pas de la structure par rayons X ou RMN, le 
nombre des différents types de sous-unités dans une protéine oli- 
gomérique peut être déterminé par l'analyse des groupements ter- 
minaux (Section 7-1A). En principe, la composition en sous-uni- 
tés d'une protéine peut être déterminée en comparant sa masse 
moléculaire avec celles de ses sous-unités. En pratique cependant, 
des difficultés expérimentales, comme la dissociation partielle 
d'une protéine supposée intacte et des incertitudes dans les déter- 
minations des masses moléculaires, donnent souvent des résultats 
erronés. 


a. Les oligomères sont stabilisés par réactions de pontage 
Une méthode pour analyser la structure quaternaire, particuliè- 
rement utile pour les protéines oligomériques qui se dissocient 
facilement, consiste à utiliser des agents de réticulation (dits 
aussi réactifs de pontage) comme le diméthylsuberimidate ou le 
elutaraldéhvde (Fie 868) Si l'on onère à des concentrations en 
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FIGURE 8-68 Agents de réticulation. Le diméthylsuberimi- 
date et le glutaraldéhyde sont des réactifs bifonctionnels qui for- 
ment des liaisons covalentes croisées avec deux résidus Lys. 


protéine suffisamment basses afin d'éviter des réactions intermo- 
léculaires, les réactions de pontage ne réuniront par covalence que 
les sous-unités d'une molécule qui ne sont pas à une plus grande 
distance que la longueur de la liaison croisée (en espérant, bien sûr, 
que les résidus d'acide aminé ad hoc soient présents), La masse 
moléculaire d'une protéine ainsi réticulée donne par conséquent le 
nombre minimum de ses sous-unités. De telles études peuvent éga- 
lement donner des indications sur la distance qui sépare les sous- 
unités, en particulier si on utilise une série d'agents de réticulation 
de différentes longueurs. 


Appendice M APPENDICE : OBSERVATION 
D'IMAGES STÉRÉO 


Bien que nous vivions dans un monde à trois dimensions, les 
images que nous voyons sont projetées sur le plan à deux dimen- 
sions de nos rétines. La perception de la profondeur nécessite donc 
la vision binoculaire : les images légèrement différentes perçues 
par chaque œil sont traitées par notre cerveau pour donner une 
impression tridimensionnelle. 

Les images à deux dimensions d'objets complexes à trois 
dimensions sont difficiles à interpréter car la plus grande partie de 
l'information concernant la troisième dimension est supprimée. On 
peut restituer cette information en ne présentant à chaque œil que 
l'image qu'il verrait si l'objet à trois dimensions était réellement 
vu. Une paire stéréo est donc constituée de deux images, une pour 
chaque œil. Des points correspondants d'une paire stéréo sont 
généralement séparés par environ 6 cm, la distance moyenne entre 
nos yeux. Les dessins stéréo sont généralement obtenus par ordi- 
nateur compte tenu de la précision indispensable des rapports géo- 
métriaues entre les éléments d'une paire stéréo. 
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FIGURE 8-69 Représentation stéréo d'un 
tétraèdre inscrit dans un cube. Observé cor- 
rectement, l'apex du tétraèdre doit être dirigé 
vers l'observateur. 


En regardant une image stéréo, on doit surmonter les habitudes 
visuelles normales car chaque œil doit voir indépendamment 
l'image qui lui correspond. Des lunettes stéréo sont disponibles 
pour y arriver, Cependant, avec de l'entraînement et de la pratique, 
des résultats équivalents peuvent être obtenus sans lunettes. 

Pour vous entraîner à regarder des images en stéréo, vous devez 
avoir conscience que chaque œil voit une image séparée. Dressez 
votre doigt à environ 30 cm de vos yeux tout en fixant votre regard 
sur un objet situé derrière. Vous devez réaliser que vous voyez 
deux images de votre doigt. Si, après vous être concentré, vous ne 
voyez qu'une image, fermez alternativement chaque œil afin de 
savoir lequel de vos yeux voit l’image que vous percevez. Peut-être 
qu'en couvrant et découvrant cet œil dominant tout en regardant 
fixement au-delà de votre doigt, vous pourrez prendre conscience 
du travail indépendant de vos yeux. 

L'observation d'une image stéréo consiste à fusionner visuel- 
lement les éléments de gauche de la paire stéréo vus par l'œil 
gauche avec les éléments de droite vus par l'œil droit. Pour cela, 
asseyez-vous confortablement, centrez vos yeux à environ 30 cm 
d'un dessin stéréo comme celui de la Fig. 8-69 et regardez fixe- 
ment un point situé à environ 30 cm derrière le dessin. Essayez de 
fusionner visuellement les éléments centraux des quatre images 
floues que vous voyez. Quand vous aurez réussi, votre système 
visuel se «bloquera dessus » et cette image centrale fusionnée 


apparaîtra à trois dimensions, Ignorez les images extérieures. Il se 
peut que vous deviez tourner légèrement votre livre, qui doit être 
parfaitement plat, ou votre tête, afin que les deux images soient au 
même niveau. Il peut être utile de placer le livre au bord du bureau, 
de centrer votre doigt environ 30 cm en-dessous du dessin, et de 
fixer votre doigt tout en vous concentrant sur la paire stéréo. Une 
autre astuce consiste à placer votre main tendue ou une fiche de 
papier perpendiculairement entre vos yeux, de sorte que l'œil 
gauche ne voie que la partie gauche de la paire stéréo et l'œil droit 
ne voie que la partie droite, puis à fusionner les deux images que 
vous voyez. 

La dernière étape lorsqu'on regarde une image stéréo c'est de 
se concentrer sur l’image tout en maintenant la fusion des images. 
Ceci n'est pas toujours facile car nous avons tendance à nous 
concentrer sur le point vers lequel notre regard converge. Pour 
vous aider, rapprochez ou éloignez votre tête de l’image. Beaucoup 
de gens (y compris les auteurs) ont besoin de beaucoup d’entrai- 
nement pour bien maîtriser la vision des images stéréo sans 
lunettes. Cependant, les informations à trois dimensions fournies 
par les images stéréo, sans faire mention de leur attrait esthétique, 
justifient les efforts consentis. Quoi qu'il en soit, les quelques 
représentations stéréo utilisées dans ce livre ont été choisies en 
fonction de leur netteté visuelle sans lunettes ; la stéréo augmen- 
tera simplement l'impression de profondeur. 


a ———————— 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Structure secondaire Le groupement peptidique est 
contraint, par des effets de résonance, à une conformation plane et en 
trans. Des interactions stériques limitent encore plus les conformations 
du squelette polypeptidique en restreignant les valeurs des angles de 
torsion à et y de chaque liaison peptidique à trois petites régions de la 
représentation de Ramachandran. L'hélice &, dont les angles de 
conformation sont inclus dans les régions autorisées de la représenta- 
tion de Ramachandran, est stabilisée par des liaisons hydrogène. L'hé- 
lice 3,9. qui est plus étroitement enroulée que l'hélice &, se situe dans 
une zone plutôt interdite de la représentation de Ramachandran. On la 
trouve rarement, en général comme simple tournant terminal d'une 
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(ou plus) chaînes polypeptidiques, presque en complète extension, 
s'associent de sorte que des chaînes voisines sont maintenues par liai- 
sons hydrogène. Ces feuillets B ont un enroulement de pas à droite 
quand on les observe le long de leurs chaînes polypeptidiques. La 
chaîne polypeptidique change souvent de direction via un coude f. 
D'autres arrangements de la chaîne polypeptidique, appelés collecti- 
vement conformations enroulées, sont plus difficiles à décrire mais ne 
sont pas moins ordonnés que les structures & ou f. 

2 M Les protéines fibreuses Les propriétés mécaniques des 
protéines fibreuses sont souvent en accord avec leurs structures. La 
kératine, le principal constituant des cheveux, de la come et des 
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dans lesquelles les membres de chaque paire sont enroulés ensemble 
avec un pas à gauche. La souplesse des kératines diminue en fonction 
du nombre de liaisons croisées par ponts disulfure entre protofibrilles. 
Le collagène est le constituant protéique principal des tissus conjonc- 
tifs. On y trouve une Gly tous les trois résidus et beaucoup d'autres 
sont Pro et Hyp. Cela permet au collagène de former une triple hélice 
en forme de corde qui a une très grande résistance à la traction. Les 
molécules de collagène s'assemblent selon une disposition décalée 
pour former des fibrilles reliées par réactions croisées covalentes via 
des groupementss des chaînes latérales de His et de Lys. Des mutations 
du collagène ou l'inactivation d'enzymes de sa biosynthèse conduisent 
fréquemment à une perte de l'intégrité structurale des tissus affectés. 


3 M Les protéines globulaires La précision des déterminations 
des structures de protéines par rayons X est limitée, en raison du 
désordre cristallin, à des résolutions de l'ordre de 1,5 à 3,0 À. Il en 
résulte que la structure d'une protéine est obtenue en ajustant sa struc- 
ture primaire à sa carte de densité électronique. Plusieurs arguments 
attestent que les structures de protéines en cristal sont pratiquement 
identiques à leurs structures en solution. Les structures de petites pro- 
téines peuvent aussi être déterminées en solution par les techniques de 
RMN-2D ou à plusieurs dimensions qui, en grande partie, donnent des 
résultats identiques à ceux obtenus par rayons X. La structure tertiaire 
d'une protéine globulaire est l'arrangement de ses différents éléments 
de structure secondaire compte tenu de la disposition spatiale de ses 
chaînes latérales. Ses résidus d'acide aminé ont tendance à se rassem- 
bler selon leur polarité, Les résidus non polaires se trouvent préféren- 
tiellement à l'intérieur de la protéine, à l'abri du solvant aqueux, alors 
que les résidus polaires chargés sont localisés à sa surface. Les résidus 
polaires non chargés peuvent se trouver aux deux endroits, mais, s'ils 
se trouvent à l'intérieur, ils forment des liaisons hydrogène avec 
d'autres groupements protéiques. L'intérieur d'une molécule de pro- 
téine ressemble à celui d'un cristal d'une molécule organique par son 
degré de compactage. Les protéines de grande taille se replient sou- 
vent en deux ou plusieurs domaines qui peuvent présenter des pro- 
priétés structurales et fonctionnelles indépendantes, Certains regrou- 
pements d'éléments de structure secondaire, appelés motifs ou 
structures supersecondaires, se présentent fréquemment comme 
constituants des protéines globulaires. Ces motifs se combinent de 
multiples façons pour former un pli, c'est-à-dire la structure tertiaire 
d'un domaine, Parmi les plis courants dans les protéines globulaires, 
on trouve le pli globine, les faisceaux à 4 hélices, divers tonneaux f 
(haut/bas, clé grecque, brioche), le tonneau af, et les différents 
feuillets B ouverts. On trouve dans la Banque de Données des Pro- 
téines (PDB) les coordonnées atomiques de plus de 20000 protéines 
et acides nucléiques dont les structures ont été déterminées. On peut 
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observer ces macromolécules à l’aide de programmes informatiques de 
graphisme moléculaire et les analyser avec des programmes permet- 
tant la comparaison et la classification de leurs structures. 


4 M Stabilité des protéines Les protéines ont des structures 
natives à La limite de la stabilité en raison d'un équilibre précaire entre 
les différentes forces non covalentes auxquelles elles sont soumises : 
interactions ioniques et dipolaires, liaisons hydrogène, et forces 
hydrophobes. Les interactions ioniques sont relativement faibles en 
solution aqueuse, en raison de leur solvatation par l'eau. Les diffé- 
rentes interactions parmi les dipôles permanents et induits, qui sont 
appelées collectivement forces de van der Waals, sont encore plus 
faibles et ne sont efficaces que dans un rayon très court. Toutefois, en 
raison de leur multitude, elles jouent ensemble un rôle important dans 
la structure des protéines. Les forces des liaisons hydrogène ont un 
caractère beaucoup plus directionnel que les autres liaisons non cova- 
lentes. Cependant, elles n'apportent pas beaucoup de stabilité à La 
structure d'une protéine, car les liaisons hydrogène qui se forment à 
l'intérieur d'une protéine native sont à peine plus fortes que celles que 
forme une protéine dénaturée avec l'eau. Néanmoins, puisque la plu- 
part des liaisons hydrogène sont locales, une protéine ne peut acquérir 
une conformation stable que si pratiquement toutes les liaisons hydro- 
gène internes possibles se forment : aussi les liaisons hydrogène sont- 
elles importantes dans la spécification de la structure native de la pro- 
téine. Les forces hydrophobes résultent d'un arrangement défavorable 
de la structure de l’eau dû à l'hydratation de groupements non polaires. 
En se repliant afin que ses groupements non polaires ne soient pas au 
contact du solvant aqueux, une protéine minimise ses interactions 
défavorables, Le fait que la plupart des agents dénaturants interfèrent 
avec l'effet hydrophobe démontre l'importance des forces hydro- 
phobes dans la stabilisation des structures natives des protéines. Les 
ponts disulfure stabilisent souvent les structures natives des protéines 
extracellulaires, Les protéines des organismes (hyper)thermophiles ont 
souvent des T,, supérieurs aux protéines homologues des mésophiles. 
Plusieurs protéines hyperthermophiles sont stabilisées par de vastes 
réseaux de ponts salins à leur surface, 


15 D Structure quaternaire Beaucoup de protéines sont for- 
mées de l'assemblage non covalent de sous-unités qui peuvent être 
identiques ou différentes. La plupart des protéines oligomériques ont 
une symétrie de rotation, Les protomères de nombreuses protéines 
fibreuses sont en relation par symétrie hélicoïdale. Les structures qua- 
ternaires des protéines sont idéalement élucidées par rayons X ou par 
RMN. Faute de telles déterminations, des études par réactions de pon- 
tage peuvent renseigner sur la composition en sous-unités d’une pro- 
téine oligomérique. 


# RÉFÉRENCES 


GÉNÉRALITÉS 

Branden, C. et Tooze, J., {ntroduction to Protein Structure (2° éd.), Gartand 
(1999). 

Creighton, TE., Proteins (2° éd.), Chapters 4-6, Freeman (1993). 


Dickerson, RE, et Geis, L., The Structure and Action of Proteins, Benja- 
min/Cummings (1969). [Un exposé classique et merveilleusement 
illustré des notions de base sur la structure des protéines.] 


Finkelstein, A.V. et Puitsyn, O.B., Protein Physics. A Course of Lectures, 
Academic Press (2002). 


Kvte. 1. Structure in Protein Chemistry. Garland (1995). 


Lesk, A.M., /ntroduction to Protein Architecture, Oxford University Press 
(2001). 


Perutz, M., Protein Structure. New Approaches to Disease and Therapy. 
Freeman (1992). [Une série d'articles brefs sur les structures d'une 
variété de protéines et leurs implications biomédicales.] 

Shirley, B.A. (Éd.), Protein Stability and Folding, Humana Press (1995). 

Tanford, C. et Reynolds, J., Nature's Robots. Oxford University Press 


(2001). [Un historique des protéines. ] 
STRUCTURE SECONDAIRE 


Leszezynski, JF. et Rose, G.D.. Loops in globular proteins : A novel cate- 
corv of secondary structure. Science 234. 849-855 (1986) 


272 Chapitre 8. Structures tridimensionnelles des protéines 


Milner-White, EJ., The partial charge of the nitrogen atom in peptide 
bonds, Protein Science 6, 2477-2482 (1997). [On y discute l'origine 
de la charge négative partielle de l'atome N de la liaison peptidique.] 

Toniolo, C. et Benedetti, E., The polypeptide 3,,-helix, Trends Biochem. 
Sci. 16, 350-353 (1991). 


PROTÉINES FIBREUSES 


Baum, J. et Brodsky, B., Folding of peptide models of collagen and mis- 
folding in disease, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 122-128 (1999). 


Bella, J., Eaton, M., Brodsky, B., et Berman, H.M., Crystal and molecular 
structure of a collagen-like peptide at 1.9-À resolution, Science 266, 
75-81 (1994): et Bella, J., Brodsky, B., et Berman, H.M., Hydration 
structure of a collagen peptide, Structure 3, 893-906 (1995). 


Byers, PH., Disorders of collagen synthesis and structure, in Scriver, C.R., 
Beaudet, A.L., Sly, W.S., et Valle, D. (Éds.), The Metabolic and Mole- 
cular Bases of Inherited Disease (8° éd.), pp. 5241-5286, McGraw- 
Hill (2001). 


Engel, J. et Prokop, D.1., The zipper-like folding of collagen triple helices 
and the effects of mutations that disrupt the zipper, Annu. Rev. Biophys. 
Biophys, Chem. 20, 137-152 (1991). 


Fuchs, E. et Cleveland, D.W., A structural scaffolding of intermediate fila- 
ments in health and disease, Science 279, 514-519 (1998); et 
Fuchs, E. et Weber, K., Intermediate filaments : Structure, dynamics, 
function, and disense, Annu. Rev. Biochem. 63, 345-382 (1994). 


Kadler, K.E., Holmes, D.F,, Trotier, JA., et Chapman, J.A., Collagen fibril 
formation, Biochem, J. 316, 1-11 (1996). 


Krumer, RZ., Bella, 3, Mayville, P., Brodsky, B., et Berman, HM., 
Sequence dependent conformational variations of collagen triple-heli- 
cal structure, Nature Srruct. Biol. 6, 454-457 (1999). 

Orgel, J.PR.O., Miller, À., Irving, T.C., Fischetti, R.F., Hammersley, A.P. 


et Wess, T.J., The in situ supermolecular structure of type [ collagen, 
Structure 9, 1061-1069 (2001). 


Parry, D.A.D. et Steinert, PM., Intermediate filaments: Molecular archi- 
tecture, assembly, dynamics and polymorphism, Quart. Rev. Biophys. 
32, 99-187 (1999). 

Prockop, DJ. et Kivinikko, K.L., Collagens : Molecular biology, diseases, 
and potentials for therapy, Annu. Rev. Biochem. 64, 403-434 (1995). 


van der Rest, M. et Bruckner, P., Collagens : Diversity at the molecular and 
supramolecular levels, Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 430-436 (1993). 


DÉTERMINATION 
DES STRUCTURES MACROMOLÉCULAIRES 


Blow, D. Outline of Crystallography for Biologists, Oxford University 
Press (2002). 


Brünger, A.T., X-Ray crystallography and NMR reveal complementary 
views of structure and dynamics, Nature Struct. Biol. 4, 862-865 
(1997). 


Carey, PR. (Éd.), Protein Engineering and Design, Part I: Characteriza- 
tion, Academic Press (1996), [On y trouve des chapitres sur la RMN 
3-D et 4-D, sur La cristallographie des protéines, et sur des méthodes 
spectroscopiques et calorimétriques pour caractériser les protéines. ] 

Carter, C.W., Jr. et Sweet, R.M. (Éds.), Macromolecular Crystallography, 
Parts À and B, Methods Enzymol. 276 and 277 (1997). 


Cavanaugh, 1, Fairbrother, W.J., Palmer, A.G., IL, et Skelton, N.J., Protein 
NMR Spectroscopy. Principles and Practice, Academic Press (1996). 


Clore, G.M. et Gronenborn, A.M., NMR structures of proteins and protein 
complexes beyond 20,000 M,. Nature Struct. Biol. 4, 849-853 (1997); 
et Kay, LE. et Gardiner, K.H., Solution NMR spectroscopy beyond 
25 kDa, Curr. Opin, Struct. Biol. 7, 722 — 731 (1997). 


Drenth, J.. Principles of Protein X-Ray Crystallography (2° éd.), Springer- 
Wbelao (10001 


Ferentz, A.E. et Wagner, G., NMR spectroscopy : A multifaceted 
to macromolecular structure, Quart. Rev. Biophys. 33, 29-65 (2000). 


Glusker, J.P., Lewis, M., et Rossi, M., Crystal Structure Analysis for Che- 
mists and Biologists, VCH Publishers (1994). 


McPherson, A., Macromolecular Crystallography, Wiley (2002). 
McRee, D.E., Practical Protein Crystallography, Academic Press (1993), 


Mozzarelli, A. et Rossi, G.L., Protein function in the crystal, Ann. Rev. 
Biophys. Biomol. Struct. 25, 343-365 (1996). 


Reid, D.G, (Éd.), Protein NMR Techniques, Humana Press (1997). 


Reik, R., Pervushkin, K., et Wüthrich, K., Trosy et CRINEPT : NMR with 
large molecular and supramolecular structures in solution, Trends Bio- 
chem. Sci. 25, 462-468 (2000). 


Rhodes, G., Crystallography Made Crystal Clear : À Guide for Users of 
Macromolecular Models (2° éd.), Academic Press (2000), 


Wider, G. et Wüthrich, K., NMR spectroscopy of large molecules and mul- 
timolecular assemblies in solution, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 594-601 
(1999). 


Wüthrich, K., NMR — This other method for protein and nucleic structure 
determination, Acta Cryst. DS1, 249-270 (1995) ; and Protein structure 
determination in solution by nuclear magnetic resonance spectroscopy, 
Science 243, 45-50 (1989). 


PROTÉINES GLOBULAIRES 


Bork, P., Gellerich, J., Groth, H., Hooft, R., et Martin, F., Divergent evolu- 
tion of bya-barrel subclass : Detection of numerous 
sites by motif search, Protein Science, 4, 268-274 (1995). 


Bourne, P. et Wessig, H. (Eds.), Structural Bioinformatics, Wiley-Inter- 
science (2003). 

Chothia, C. et Finkelstein, A.V., The classification and origins of protein 
folding patterns, Annw. Rev. Biochem. 59, 1007-1039 (1990). 

Cohen, C. et Parry, D.A.D., a-Helical coiled coils and bundies : How to 
design an @&-helical protein, Proteins 7, 1-15 (1990). 

Farber, G.K.. An @/f-barrel full of evolutionary trouble, Curr. Opin. Struct. 
Biol. 3, 409-412 (1993); er Farber, G.K. et Petsko, G.A., The evolu- 
tion of &/ÿ barrel enzymes, Trends Biochem. Sci. 15, 228 — 234 (1990). 


Hadiey, C. et Jones, J.T., A systematic comparison of protein structure clas- 
sifications : SCOP, CATH, and FSSP, Structure 7, 1099-1112 (1999). 

Hogue, C.W.V. et Bryant, S.H., Structure data bases, in Baxevanis, 
AD. and Ouellette, B.FF. (Éds.), Bioinformatics, Chapter 3, Wiley- 
Interscience (1998). 


Orengo, C.A., Todd, A.E., et Thornton, J.M., From protein structure to 
function, Curr. Opin. Struct. Biol, 9, 374-382 (1999); et Swindells, 
M.B., Orengo, CA. Jones, D.T., Hutchinson, E.G., et Thomton, J.M., 
Contemporary approaches to protein structure classification, BioEssays 
20, 884-891 (1998). 

Richards, F.M., Areas, volumes, paking, and protein structure, Annw. Rev. 
Biophys. Bioeng. 6, 151-176 (1977). 


Richardson, J.S., The anatomy and taxonomy of protein structures, Adv. 
Protein Chem. 34, 168-339 (1981). [Un exposé détaillé sur les prin- 
cipes qui gouvernent la structure des protéines globulaires ainsi qu'un 
grand nombre de leurs représentations schématiques. ] 

Richardson, J,5. et Richardson, D.C., Principles and patterns of protein 
conformation, in Fasman, G.D. (Éd.), Prediction of Protein Structure 
and the Principles of Protein Conformation, pp. 1-98, Plenum Press 
(1989). [Un relevé très complet des conformations des protéines fon- 
dées sur leurs structures par rayons X.] 


STABILITÉ DES PROTÉINES 


Alber, T., Stabilization energies of protein conformation, in Fas- 
man, G.D. (Éd.), Prediction of Protein Structure and the Principles of 


Pontoise anfosmentlines sm PÉt_10" D.) D... ftO8 


Burley, S.K. et Petsko, G.A., Weakly polar interactions in proteins, Adv. 
Protein Chem, 39, 125-189 (1988). 


Creighton, T.E., Stability of folded proteins, Curr. Opin. Struct. Biol. 1, 
5-16 (1991). 


Derewenda, Z.S., Lee, L., et Derewenda, U., The occurrence of hydrogen 
bonds in proteins, J. Mol. Biol. 252, 248-262 (1995). 


Edsall, JT. et McKenzie, H.A., Water and proteins, Adv. Biophys. 16, 
51-183 (1983). 


Eigenbrot, C. et Kossiakoff, A.A., Structural consequences of mutation, 
Curr. Opin. Biotech. 3, 333-337 (1992). 


Fersht, A., Structure and Mechanism in Protein Science, Chapter 11, Free- 
man (1999). 


Fersht, A.R. et Serrano, L. Principles of protein stability derived from pro- 
tein engineering Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 75-83 

(1993). [Comment le rôle de certaines chaînes latérales des protéines 
peut être déterminé quantitativement en les modifiant par mutagenèse 
dirigée et en mesurant par calorimétrie l'effet de celle-ci sur la stabi- 
lité des protéines.] 

Goldman, A., How 10 make my blood boil, Structure 3, 1277-1279 (1995), 
[On y discute de la stabilité des protéines hyperthermophiles.] 

Hendsch, Z. et Tidor, B., Do salt bridges stabilize proteins ? A continuum 
electrostatic analysis, Pror. Sci, 3, 211-226 (1994). 


Honig, B. et Nichols, A., Classical clectrostatics in biology and chemistry, 
Science 268, 1144-1149 (1995), 


Jaenicke, R. et Bühm, G., The stability of proteins in extreme environ- 
ments, Curr. Opin. Struct. Biol. 8, 738-748 (1998), 


Jeffrey, G.A. et Saenger, W., Hydrogen Bonding in Biological Structures, 
Springer-Verlag (1991). 

Jones, S. et Thomton, J.M.. Principles of protein-protein interactions, 
Proc, Nail. Acad. Sci. 93, 13-20 (1996). 

Karshikoff, A. et Ladenstein, R., Ion pairs and the thermo- tolerance of pro- 
teins from iles: À ‘traffic rule’ for hot roads, Trends 
Biochem. Sci. 26, 550-556 (2001). 


Kauzmann, W., Some factors in the interpretation of protein denaturation, 
Adv. Protein Chem. 14, 1-63 (1958), [Cette revue classique fut la pre- 
mière à mettre en évidence l'importance des liaisons hydrophobes dans 
la stabilité des protéines..] 

Martin, T.W. et Derewenda, ZS.. The name is bond—H bond, Narure 
Struct. Biol. 6, 403-406 (1999). [Un historique du concept de liaison 
hydrogène et une discussion des expériences de diffraction des 
rayons X démontrant le caractère partiellement (-10%) covalent de 
certe liaison.] 


Problèmes 273 


Matthews, B.W., Studies on protein stability with T4 lysozyme, Ady. Pro- 
tein Chem. 46, 249-278 (1995). [Exposé des résultats d'études de sta- 
bilité sur un grand nombre de mutants du lysozyme du bactériophage 
T4, pour plusieurs desquels la structure par rayons X a été déterminée.] 

Matos, C., Protein-water interactions in a dynamic world, Trends Bio- 
chem. Sci. 27, 203-208 (2002). 


Ramachandran, G.N. et Sasisekharan, V., Conformation of polypeptides 
and proteins, Adv. Protein Chem. 23, 283-437 (1968). [Un grand clas- 
sique.] 

Rees, D.C. et Adams, M.W.W., Hyperthermophiles : Taking the heat and 
loving it, Structure 3, 251-254 (1995). 


Richards, F.M., Folded and unfolded proteins : An introduction, in Creigh- 
ton, T.E. (Éd.), Protein Folding, pp. 1-58, Freeman (1992). 


Schellman, J.A., The stability of proteins, Annw. Rev. Bio- 
phys. Biophys. Chem. 16, 115-137 (1987). 


Steiner, T. et Koeliner, G., Hydrogen bonds with p-acceptors in proteins : 
Frequencies and role in stabilizing local 3D structures, J. Mol. Biol. 
305, 535-557 (2001). 


Stickle, D.F, Presta, L.G., Dill, K.A., et Rose, G.D.. Hydrogen bonding in 
globular proteins, J. Mol. Biol. 226, 1143-1159 (1992). 


Tanford, C.. How protein chemists leamed about the hydrophobic factor, 
Protein Science 6, 1358-1366 (1997). [Une histoire bien racontée.] 


Teeter, M.M., Water — protein interactions : Theory and experiment, Annu. 
Rev. Biophys. Biophys. Chem. 20, 577-600 (1991), 


Weiss, M.S., Brandl, M., Sühnel, J., Pal, D., et Hilgenfeld, R., More hydro- 
gen bonds for the (structural) biologist, Trends Biochem. Sci. 26, 
521-523 (2001), [Discute les liaisons hydrogène C—H:-:0 et C— 
H:--:x]. 


Yang, AS, et Honig, B., Electrostatic effects on protein stability, Curr. 
Opin. Struct. Biol. 2, 40-45 (1992). 


STRUCTURE QUATERNAIRE 


Eisenstein, E. et Schachman, H.K., Determining the roles of subunits in 
protein function, in Creighton, T.E. (Éd.), Protein Function. A Practi- 
cal Approach, pp. 135-176, IRL Press (1989). 


Goodsell, D.S. et Olson, J., Structural symmetry and protein function, 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 29, 105-153 (2000). 


Sheinerman, F.B., Norel, R., et Honig, B., Electrostatic aspects of pro- 
tein-protein interactions, Curr. Opin, Struct. Biol. 10, 153-159 (2000). 


RS © DT 
PROBLÈMES 


1. Quelle est la longueur d'un segment en hélice & d'une chaîne poly- 
peptidique de 20 résidus ? Quelle serait sa longueur en pleine extension 
(tout trans) ? 


*2. L'examen des Fig. 8-7 et 8-8 montre que, dans la conformation des 
polypeptides, l'angle à est plus contraint que l'angle y. En vous référant à 
la Fig. 8-4, ou mieux encore, en étudiant un modèle moléculaire, indiquez 
l'origine des interférences stériques qui limitent les valeurs autorisées de © 
quand w = 180°. 


3. Pour une chaîne polypeptidique formée de y-aminoacides, donnez 
la nomenclature de l'hélice correspondant à l’hélice 3,, d'a-aminoacides. 
Supposez que l'hélice a un pas de 9,9 À et qu'elle s'élève de 3,2 À par 
résidu. 


*4. Le Tableau 8-7 donne les angles de torsion, @ et y, du lysozyme 
du blanc d'œuf de poule pour les résidus 24-73 de la protéine, qui en 
compte 129, (a) Quelle est la structure secondaire des résidus 26-357? 
(b) Quelle est la structure secondaire des résidus 42-53 ? (c) Quelle est la 
nature probable du résidu 54? (d) Quelle est la structure secondaire des 
résidus 56-68 ? (e) Quelle est la structure secondaire des résidus 69-71 ? 
(N) Quelles informations supplémentaires, en plus de la valeur des angles 
de torsion @ et w, sur chaque résidu, seraient nécessaires pour déterminer 
la structure tridimensionnelle de La protéine ? 


S. Les cheveux se fendent plus facilement le long de l'axe de la fibre, 
tandis que les ongles se cassent plutôt en travers que dans le sens du doigt. 
Quelles sont les directions des fibrilles de kératine dans les cheveux et dans 
les doigts ? Donnez vos raisons. 
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TABLEAU 8-7 Torsion Angles (à, W) 2272222222222299 

2? Acide 

7? aminé b (deg) ÿ (deg) 
24 Ser —60 147 
25 Leu —49 —32 
2% Gly 67 -4 
27 Asn —58 —49 
28 Trp —66 32 
29 Val —82 36 
30 Cys —69 — 44 
31 Ala —61 #4 
32 Ala —72 —29 
33 Lys —66 —65 
34 Phe —67 -23 
35 Glu —81 —51 
36 Ser —126 —8 
37 Asn 68 27 
38 Phe 79 6 
39 Asn —100 109 
40 Thr —70 —18 
41 Glu — 84 —36 
42 Ala — 30 142 
43 Thr —142 150 
#4 Asn —154 121 
45 Arg —91 136 
4 Asn 110 174 
47 Thr —66 —20 
48 Asp 96 36 


Acide 

aminé d (deg) Ÿ (deg) 
Gly 95 —75 
Ser —18 138 
Thr —131 157 
Asp —115 130 
Tyr —126 146 
XXX 67 —179 
Île —42 37 
Leu —107 14 
Gin 35 54 
Île -72 133 
Asn —76 153 
Ser —93 3 
Arg —83 —19 
Trp —133 -37 
Trp 91 —32 
Cys 151 143 
Asn —85 140 
Asp 133 8 
Gly 73 —8 
Arg —135 17 
Thr —122 83 
Pro 39 —43 
Gly —61 11 
Ser —45 122 
Arg —124 146 


Source: Imoto, T., Johnson, L.N., North, A.C.T., Phillips, D.C., et Rupley, LA., in Boyer, P.D. (Éd.), The Enzymes (3° éd.), Vol. 7, pp. 693-695, Academic Press 


(1972). 


6. Quelle est la vitesse de croissance, en tours par seconde, des hélices 
a d'un cheveu qui s'allonge de 15 em par an? 


7. La polyproline peut-elle former une triple hélice de type collagène ? 
Expliquez. 


8. En tant qu'ingénieur de Mère Nature, on vous a demandé de conce- 
voir une hélice & à cinq tours dont la moitié de la circonférence doit être 
immergée à l’intérieur d’une protéine. Représentez la projection en boucle 
de votre hélice & prototype et sa séquence en acides aminés (voir Fig. 8- 
43). 


9. Le B-Aminopropionitrile est efficace pour diminuer la formation de 
grosses cicatrices après une blessure (bien qu'il soit contre-indiqué à cause 
de ses effets secondaires). Quel est le mécanisme d'action de ce lathyro- 
gène ? 


*10. En naviguant sur Internet, visitez la Banque de Données des Pro- 
téines (PDB) à http ://www.rcsb.ong/pdb/. Pour explorer la structure de la 
£-B cristalline tapez 4GCR dans le champ « Enter a PDB id or keyword », 
vérifiez la boîte « query by PDB id only » et « cliquez » sur « Find a struc- 
ture ». Dans la fenêtre « Structure Explorer », cliquez sur « Download/Dis- 
play File» et dans la fenêtre qui apparaît alors, cliquez sur « HTML » à 
droite de « complete with coordinates ». Exarminez le dossier qui apparaît. 
(a) Combien y-a-1-il de résidus dans cette protéine et combien de molécules 
d'eau associées à celle-ci a-t-on trouvé dans la structure du cristal ? 
(b) Dessinez les squelettes d'un résidu Arg, d'un Glu et d'une Tyr et numé- 
rotez leurs atomes selon la nomenclature du dossier PDB,. (c) Quelles sont 
Le anmnmlnnmlas stnmionee An l'otnens € ds Cons 299 lyanîle ant 1L4nots£ 


de l'atome 1556 marqué « OTX » ? (d) Retournez au « Structure Explorer » 
et cliquez sur « View Structure » pour examiner la structure de la protéine 
dans la représentation (« viewer ») de votre choix (assurez-vous d'avoir 
préalablement téléchargé le programme nécessaire sur votre ordinateur), 
Pouvez-vous voir que la protéine est constituée de deux domaines bien 
séparés et apparemment semblables ? (e) Afin de classer cette protéine 
selon sa structure, retournez au «Structure Explorer» et cliquez sur 
« Structural Neighbors ». Mentionnez les différentes façons dont CATH et 
SCOP classent cette protéine. (f) Pour comparer la structure des deux 
domaines de la protéine, retournez à « Structural Neighbors », cliquez sur 
CE, et dans la fenêtre suivante, cliquez sur « Two chains » (dans la boîte au 
bas de l'écran). Dans la fenêtre qui apparaît, tapez 4GCR pour la chaîne 1 
et la chaîne 2. Pour les deux, cliquez sur le bouton « PDB : » et vérifiez la 
boîte « Use Fragment From : ». Tapez « region 1-83» pour la chaîne 1 et 
«84-174» pour la chaîne 2. Cliquez ensuite sur le bouton « Calculate Ali- 
gament» (en haut). La fenêtre qui apparaît montre l'alignement de 
séquence des deux peptides basé sur leur structure, Quel est le 

d'identité des deux peptides ? Décrivez les intervalles dans l'alignement 
s'il y en a. Cliquez à présent sur le bouton « Press 10 Start Compare3D ». 
La fenêtre qui apparaît montre les squelettes des C,, des deux segments 
peptidiques superposés, en bleu et en magenta. Faites pivoter ce modèle 
moléculaire en cliquant dessus et en déplaçant la souris. Décrivez ce que 
vous voyez. Quelle est la « RMSD (A) » (racine carrée de la fluctuation en 
À) des segments superposés du squelette ? Que signifie la courte portion de 
chaîne indiquée en blanc ? Que sont les deux segments en gris ? 

*1L Avec un programme d'inspection de graphiques 


svammlene (los afunmatenncse As. 2... 14, EL, A LS mes ose 


PDBids. Dessinez les diagrammes topologiques correspondants et nommez 
le pli, s'i est standard, pour chaque domaine de la protéine. (a) 1RCP, 
Cb} 1RCB, €) 1TNF, (d) 2CMD, (e) IRHD, (f) 2TAA), Note: Bien que 
toutes ces protéines ne comportent qu'un seul type de sous-unité, certains 
des dossiers PDB contiennent les coordonnées de plus d'une chaîne. Si 
vous utilisez le programme de graphisme moléculaire RasMol, tapez, par 
exemple, « restrict *a <return> » dans la fenêtre « Command Line » pour 
limiter la représentation à la chaîne A. Pour les protéines constituées de 
plus d'une chaîne, examinez chaque domaine individuellement par la 
même technique (par exemple, après avoir tapé « restrict *a <return> » on 
“le apparaitre les résidus 1 à 20 de la chaîne A en tapant « restrict 1- 
20 <retum>e). La manière la plus commode de suivre une chaîne poly- 
peptidique est de la représenter selon « Backbone », « Ribbons » où « Car- 
toons » et d'utiliser « Group colors » pour colorer la chaîne, de l'extrémité 
Noterminale (en bleu) à C-1erminale (en rouge), selon les couleurs de l'arc- 
en-ciel. 

12. On dit souvent que les protéines sont énormes par rapport aux 
molécules qu'elles lient. Toutefois, la taille d'une molécule est une ques- 
tion de point de vue. Calculez le rapport entre le volume d'une molécule 
d'hémoglobine (65 kD) et celui des quatre molécules d'O, qu'elle lie, Cal- 
culez également be rapport entre le volume d'un bureau ordinaire (4 x 4 x 
3 mi et celui de son occupant (70 kg). Supposez que les volumes molécu- 
laires de l'hémoglobine et de l'O, sont proportionnels à leurs masses molé- 
Culaires et que le burcaucrate à une densité de 1,0 g-cm"?. Comparez ces 
rapports. Est-ce le résultat que vous attendiez ? 


13. Pourquoi les forces de dispersion de London sont-elles toujours 
attractives ? 


14. Les protéines membranaires sont généralement fortement asso- 
ciées aux groupements non polaires des molécules lipidiques (Section 12- 
34} Expliquez comment les détergents affectent l'intégrité structurale des 
protémes membranaires par comparaison à leurs effets sur des protéines 
globulaires normales. 


15. La protéme de l'enveloppe du virus du rabougrissement buis- 
sonneux de la tomate est constituée de 180 sous-unités chimiquement 
identiques, €hacune formée d'environ 386 résidus d'acide aminé. La pro- 
babilité pour qu'un résidu erroné d'acide aminé soit incorporé durant la 
biosynthèse dans la chaîne polypeptidique est de 1 pour 3000 résidus. Cal- 
culez le nombre moyen de sous-unités d'enveloppe protéique qui devraient 
être synthétisées afin d'obtenir une enveloppe virale parfaite, Quel serait ce 
nombre si l'enveloppe virale était une seule chaîne polypeptidique avec le 
même nombre de résidus qu'elle à récllement ? 


16. Établissez la symétrie de rotation des objets suivants: (a) une 
étoile de mier, (b) une pyramide carrée, (c) une boîte rectangulaire, et 
(d) une bipyramide trigonale. 


#17. À l'aide de votre programme préféré d'inspection de graphiques 
moléculaires, établissez les symétnies de rotation des protéines dont les 
PDBids sont les suivantes : (a) 1 TIM, {b) ITNF, (c) 6PFK, (d) LAÏY. Note : 
Avec RasMol ou Chine, la meilleure façon de distinguer les chaînes poly- 
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peptidiques individuelles est de représenter la protéine selon « Backbone », 
« Ribbons » où « Cartoons » et d'utiliser « Chain colors » (qui attribue une 
couleur différente à chaque chaîne polypeptidique). 

18. La myoglobine et les sous-unités de l'hémoglobine sont des poly- 
peptides de taille et de structure analogues. Comparez le rapport attendu 
des résidus d'acide aminé non polaires sur acides aminés polaires de la 
myoglobine et de l'hémoglobine. 

19. L'hémoglobine de l'anémie falciforme (HbS) diffère de l'hémo- 
globine normale de l'homme adulte (HbA) par un seul changement muta- 
tionnel, Glu B6 —> Val, ce qui provoque l'agrégation des molécules de HbS 
dans certaines conditions (Section 7-3A), Il arrive que les filaments d'HbS 
qui se forment à la température du corps se désagrègent quand la tempéra- 
ture est abaissée à 0 °C, Expliquez. 

20. Donnez des preuves expérimentales pour discréditer l'hypothèse 
selon laquelle l'urée et l'ion guanidium provoquent la dénaturation des pro- 
téines par compétition avec leurs liaisons hydrogène internes. 

2L. Les protéines en solution sont souvent dénaturées si la solution est 
secouée assez violemment pour la faire mousser, Expliquez le mécanisme 
de ce processus, (N.B. Les groupements non polaires de détergent se pro- 
jettent dans l'air aux interfaces air-cau.) 

22. Une protéine oligomérique en solution dans un tampon dilué de 
pH 7 se dissocie quand ses sous-unités se trouvent en présence des agents 
suivants. Parmi les résultats obtenus, lesquels contredisent l'affirmation 
que la structure quaternaire d’une protéine est stabilisée exclusivement par 
des interactions hydrophobes ? Expliquez. (a) Chlorure de guanidinium 
GM, (b} éthanol 20%, (c) NaC1 2M, (d) températures en-dessous de 0 °C, 
(e) 2-mercaptoéthanol, (f) pH 3, et (g) SDS 0,01M. 

+23. L'électrophorèse d'une protéine en gel de polyacrylamide-SDS 
donne deux bandes correspondant à des masses moléculaires de 10 et de 
17 kD,. Après réticulation de cette protéine avec le diméthylsuberimidate 
dans des conditions de dilution suffisante pour éviter des pontages inter- 
moléculaires, l'électrophorèse du produit en gel de polyacrylamide-SDS 
donne 12 bandes de masses moléculaires 10, 17, 20, 27, 30, 37, 40, 47, 54, 
57, 64, et 74 KD, En supposant que le diméthylsuberimidate ne peut pon- 
ter que des sous-unités en contact, représentez la structure quatemnaire de 
la protéine. 

*24. Les mammifères possèdent deux formes génétiquement dis- 
tinctes, mais étroitement apparentées, de lactate déshydrogénuse (LDH), le 
type M (qui prévaut dans le muscle squelettique), et le type H (qui prévaut 
dans le cœur). Avant l'élucidation de la structure de la LDH par rayons X, 
on a pu établir son caractère oligomérique en dissociant le type M et le type 
H en leurs sous-unités puis en reconstituant le mélange, On obtint ainsi 
cinq isoenzymes séparables par électrophorèse (les isoenzymes ou iso- 
zymes sont des enzymes génétiquement distinctes d'un même organisme, 
mais similaires quant à leurs propriétés catalytiques et leurs structures), 
M,. M,H, M,H,, MH, et H,, ce qui démontrait que la LDH est un tétra- 
mère. Quelles sont les quantités relatives de chaque isoenzyme formée 
quand des quantités équimolaires de H, et de M, sont ainsi mélangées ? 


Chapitre 


9 | à 2 


Repliement 
des protéines, 


dynamique et 
évolution structurale 


1 B Repliement des protéines : théorie et expérimentation 
A. Renaturation des protéines 
8. Déterminants du repliement des protéines 
C. Mécanismes de repliement 
2 MB Rôle des protéines auxiliaires du repliement 
A. Protéines disulfure isomérases 
8. Peptidyl prolyl cis-trans isomérases 
C. Chaperons moléculaires : le système GroEL/ES 
3 M Prédiction et conception de la structure des protéines 
A. Prédiction des structures secondaires 
B. Prédiction des structures tertiaires 
C. Conception de protéines 
4 B Dynamique des protéines 
5 B Maladies conformationnelles : amyloïdes et prions 
A. Les maladies amyloïdes 
B. La maladie d'Alzheimer 
C. Les maladies à prions 
6 M Évolution structurale 
A. Structures des cytochromes c 
B. Duplication de gènes 


Dans les chapitres précédents, nous avons vu comment les pro- 
téines se formaient à partir de leurs différents constituants. Nous 
sommes dans la situation d’un mécanicien qui a appris à démon- 
ter et remonter le moteur d'une voiture sans en connaître le fonc- 
tionnement. Pour comprendre celui-ci, nous devons savoir quelles 
sortes de mouvements internes la protéine peut et doit subir afin 
d'assurer sa fonction biologique et aussi comment elle parvient à 
sa structure native. En reprenant l'exemple de notre mécanicien, 
nous devons comprendre le fonctionnement des «engrenages » et 
des « manettes » qui permettent aux protéines de remplir leur rôle. 
Il s'agit d'un problème d'une grande complexité auquel nous ne 
pouvons apporter que des solutions approximatives. Par exemple, 
comme nous le verrons dans les chapitres suivants, bien que les 
mécanismes catalytiques de nombreuses enzymes de structure 
connue aient été étudiés en détail, on ne peut dire qu'on com- 
prenne ces mécanismes avec précision. Ceci, parce que nous 


n'avons qu'une connaissance incomplète des modes d'interaction 
des groupements qui constituent les protéines, et en sommes donc 
souvent réduits à des hypothèses. 

Dans ce troisième des quatre chapitres consacrés à la structure 
des protéines, nous nous intéresserons au comportement des pro- 
téines en fonction du temps. Plus précisément, nous étudierons 
d'abord comment les polypeptides sous forme déroulée aléatoire 
se replient pour acquérir leur structure native et comment ce pro- 
cessus est facilité par d'autres protéines. Nous verrons les progrès 
récents dans la prédiction de la structure des protéines fondée sur 
leur séquence, et dans la compréhension de leurs propriétés dyna- 
miques, c’est-à-dire la nature et la signification fonctionnelle de 
leurs mouvements internes, Nous discuterons ensuite comment des 
conformations anormales des protéines peuvent conduire à des 
maladies Nous terminerons en poursuivant l'examen, commencé 
dans la Section 7-3, de l'évolution des protéines mais en nous inté- 
ressant, cette fois, à leur structure tridimensionnelle. 


1 B REPLIEMENT DES PROTÉINES : 
THÉORIE ET EXPÉRIMENTATION 


Les premières théories sur le repliement des protéines envisa- 
geaient l'existence de « matrices » qui, d'une manière ou d'une 
autre, permettaient aux protéines d'adopter leur conformation 
native. Une telle explication ne faisait que reporter le problème, 
car il fallait alors expliquer comment la matrice elle-même asssu- 
rait sa propre conformation. En réalité, les protéines se replient 
spontanément pour prendre leur conformation native dans des 
conditions physiologiques. Ceci implique que Ja structure primaire 
d'une protéine dicte sa structure tridimensionnelle. En général, 
dans des conditions ad hoc, les structures biologiques sont douées 
d'auto-assemblage, ce qui signifie qu'elles n’ont pas besoin de 
matrices externes pour acquérir leur conformation. 


A. Renaturation des protéines 

Bien que, depuis les années 1930, il parût évident que les pro- 
téines puissent être dénaturées réversiblement, ce n'est qu'en 
1957 que les expériences élégantes de Christian Anfinsen sur 
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l'ARNase A de pancréas bovin ont abordé l'étude de la rena- 
turation des protéines sur une base quantitative. L'ARNase A, 
protéine à une seule chaîne de 124 résidus, se déroule entière- 
ment et ses quatre ponts disulfure sont rompus par réduction 
dans une solution d'urée 8M contenant du 2-mercaptoéthanol 
(Fig. 9-2). Cependant, après élimination de l'urée par dialyse et 
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FIGURE 9-2 Dénaturation de l'ARNase A par réduction et sa rena- 
turation par oxvdation. {(Coovnieht Irvine Geis. | 


en mettant la solution obtenue en présence d'O, à pH 8, on 
obtient une protéine qui est pratiquement 100% enzymatique- 
ment active et physiquement indiscernable de l'ARNase A native. 
La protéine s'est donc renaturée spontanément. L'hypothèse 
d'une éventuelle dénaturation incomplète de l'ARNase A par de 
l'urée 8M est levée puisque l'on a synthétisé chimiquement 
l'ARNase A enzymatiquement active (Section 7-5). 

La renaturation de l'ARNase A nécessite que ses quatre ponts 
disulfure se reforment. La probabilité pour qu'un des huit résidus 
Cys de l'ARNase A reforme un pont disulfure au hasard avec son 
vrai (natif) partenaire parmi les sept autres résidus Cys est de 1/7; 
celle d'un des six résidus restant de reformer au hasard son pont 
disulfure propre est de 1/5: etc. La probabilité totale pour que 
l'ARNase A reforme ses quatre ponts disulfure au hasard est 
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Îl est donc clair que les ponts disulfure de l'ARNase A ne se refor- 
ment pas au hasard dans des conditions de renaturation. 

Si l'on réoxyde l’'ARNase A en présence d'urée 8M de sorte que 
les ponts disulfure se reforment alors que la chaîne polypeptidique 
est déroulée, on trouve comme prévu, après élimination de l'urée, 
que l'ARNase A n'a qu'environ 1 % de son activité enzymatique. 
Cette ARNase A « brouillée » peut devenir totalement active si on 
ajoute des traces de 2-mercaptoéthanol qui, durant une période de 
10 heures, catalysent des réactions de réarrangement des ponts 
disulfure jusqu'à ce que la structure native soit retrouvée 
(Fig. 9-3). L'état natif de l'ARNase A dans des conditions phvsio- 
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FIGURE 9-3 Mécanisme proposé pour la réaction d'échange entre disulfures catalysée dans une pro- 
téine par un groupement thiol ou par une enzyme, Le ruban violet représente le squelette polypeptidique 
de la protéine, Le groupement thiol réagissant doit se trouver sous sa forme ionisée thiolate. 


logiques correspond donc vraisemblablement à sa conformation 
thermodynamiquement la plus stable. Si la protéine présente une 
conformation qui est plus stable que son état natif, le passage à 
cette conformation doit faire intervenir une barrière d'activation 
tellement importante qu'elle la rend cinétiquement inaccessible 
(les processus de vitesses de réaction seront étudiés dans la Sec- 
tion 14-1C). 

Le temps nécessaire à la renaturation de l'ARNase A 
« brouillée » est réduit à environ 2 min par la protéine disulfure 
isomérase (PDI), enzyme qui catalyse les réactions de réarrange- 
ment des ponts disulfure. (En fait, c'est la supposition que le 
repliement in vivo vers l'état natif ne nécessite que quelques 
minutes qui a poussé à rechercher et à trouver cette enzyme.) Le 
site actif de la PDI contient deux résidus Cys, qui doivent être sous 
la forme —SH pour que l’isomérase soit active, Manifestement, 
l'enzyme catalyse au hasard la rupture et la reformation des ponts 
disulfure d'une protéine (Fig. 9-3), leur permettant ainsi de se réar- 
ranger tandis que la protéine atteint progressivement ses confor- 
mations thermodynamiquement les plus favorables. La PDI sera 
étudiée de manière plus approfondie dans la Section 9-2A. 


a. Les protéines modifiées après leur biosynthèse peuvent 

ne pas se renaturer facilement 

Beaucoup de protéines «brouillées » peuvent être renaturées 
par la PDI, alors que celle-ci ne les affecte pas dans leur état natif 
(leurs ponts disulfure rompus par la PDI se reforment rapidement 
car ces protéines natives se trouvent sous leurs conformations 
locales les plus stables). Cependant, dans le cas des protéines 
modifiées après leur traduction, les ponts disulfure peuvent servir 
à maintenir la protéine sous une conformation native qui, autre- 
ment, serait instable, Par exemple, l'insuline, hormone polypepti- 
dique de 51 résidus formée de deux chaînes reliées par deux ponts 
disulfure (Fig. 7-2), est inactivée par la PDI. Cette observation a 
conduit à la découverte que l'insuline est issue de la proinsuline, 
polypeptide monocaténaire de 84 résidus (Fig. 9-4). Ce n'est 
qu'après la formation de ses ponts disulfure que la proinsuline est 
transformée en hormone active bicaténaire suite à l'excision pro- 
téolytique d'un segment interne de 33 résidus appelé chaîne C ou 
peptide C. Néanmoins, deux séries d'observations sugeèrent que le 


peptide C ne dirige pas le repliement des chaînes A et B, mais plu- 
tôt qu'il les maintient ensemble pendant qu'elles forment leurs 
ponts disulfure natifs: (1) dans des conditions de renaturation 
appropriées, l'insuline native n'est obtenue, à partir d'insuline 
brouillée, qu'avec un rendement de 25 à 30 %, alors que ce rende- 


FIGURE 9-4 Structure primaire de la proinsuline de porc. Sa chaîne 
C (en brun) est excisée par protéolyse entre ses chaînes À et B pour don- 
ner l'hormone mature, [D'après Chance, R.E., Ellis, RM. et 

Brommer. WW... Science 161. 165 (1968) | 
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ment passe à 75 % quand les chaînes A et B sont réunies chimi- 
quement par liaisons croisées; et (2), des comparaisons de 
séquences de proinsulines de plusieurs espèces montrent que les 
mutations dans le peptide C sont acceptées à une vitesse huit fois 
plus grande que dans les chaînes A et B, 


B. Déterminants du repliement des protéines 


Dans la Section 8-4, nous avons traité des différentes interactions 
qui stabilisent les protéines dans leur structure native. Nous com- 
plèterons ici ces notions en expliquant comment ces interactions 
s’établissent au sein des protéines natives. Il faut se rappeler qu'une 
très petite proportion seulement des innombrables séquences poly- 
peptidiques possibles est susceptible d'adopter des conformations 
stables particulières. Bien sûr, ce sont ces séquences qui ont été 
sélectionnées pour leur intérêt biologique au cours de l’évolution. 


a. Si les hélices et les feuillets prédominent dans les pro- 
téines, c’est sans doute simplement parce qu’ils occu- 
pent bien l’espace 
Pourquoi les protéines ont-elles une si grande proportion (envi- 

ron 60 % en moyenne) d'hélices & et de feuillets plissés B? Les 
interactions hydrophobes, bien qu'en grande partie responsables de 
la nature compacte et non polaire du cœur des protéines, ne sont pas 
suffisamment spécifiques pour limiter les polypeptides à certaines 
conformations. De même, le fait que les segments polypeptidiques 
en conformation déroulée n'ont pas moins de liaisons hydrogène 
que les hélices et les feuillets ne plaide pas en faveur d’un rôle que 
pourrait jouer ces liaisons dans le choix restreint des conformations 
des polypeptides. Comme Ken Dill l'a montré, il semble plutôt que 
la formation des hélices et des feuillets soit la conséquence de 
contraintes stériques au sein des polymères compacts. Des études 
par simulation très poussées quant aux conformations que peuvent 
prendre de simples chaînes souples (comme des rangées de perles) 
ont montré que la proportion d’hélices et de feuillets augmente de 
façon considérable avec le degré de compactage de la chaîne (le 
nombre de contacts intracaténaires) ; autrement dit, les hélices et 
les feuillets sont essentiellement des entités compactes. Par consé- 
quent, la plupart des mécanismes qui rendent une chaîne compacte 
impliquent la formation d’hélices et de feuillets. Dans les protéines 
natives, ces éléments de structure secondaire s'organisent très pré- 
cisément pour former des hélices « et des feuillets B via des forces 
de faible intensité comme les liaisons hydrogène, les interactions 
ioniques et les forces de van der Waals. Ce sont probablement ces 
forces moins prépondérantes mais plus spécifiques qui « choisis- 
sent» la structure native unique d'une protéine parmi le nombre 
relativement restreint de conformations compactes issues d’interac- 
tions hydrophobes (rappelez-vous que la plupart des liaisons 
hydrogène dans les protéines s'établissent entre des résidus proches 
dans la séquence ; Section 8-4B). 


b. Le repliement des protéines se fait essentiellement sous 

l'influence de résidus internes 

De nombreuses études de modifications de protéines ont eu 
pour but de déterminer le rôle de différentes catégories de résidus 
d'acide aminé dans le repliement des protéines. Dans une étude 
particulièrement révélatrice, les groupements amines primaires 
libres de l’ARNase A (les résidus Lys et le groupement N-termi- 
nal) ont été dérivatisés avec des chaînes de 8 résidus de poly-DL- 
alanine. Acscez curieusement. ces chaînes de nolv-Ala longues et 


hydrosolubles ont pu être couplées simultanément à 11 groupe- 
ments aminés libres de l'ARNase A sans modifier significative- 
ment la conformation native de la protéine ni sa faculté à se replier. 
Ces groupements aminés libres étant tous situés à la surface de 
l'ARNase À, on suppose que ce sont essentiellement les résidus 
internes d'une protéine qui déterminent son repliement pour adop- 
ter la conformation native. On est arrivé à des conclusions iden- 
tiques par des études de structures de protéines et de leur évolution 
{Section 9-6): les mutations qui modifient les résidus de surface 
sont acceptées plus fréquemment et sont moins aptes à modifier la 
conformation de la protéine que les modifications de résidus 
internes. Il n’est donc pas surprenant que la perturbation du replie- 
ment des protéines par de faibles concentrations d'agents dénatu- 
rants signifie que le repliement des protéines est sous la dépen- 
dance de forces hydrophobes. 


c. La structure des protéines s'établit selon une hiérarchie 
Les grosses sous-unités des protéines sont constituées de 
domaines, qui sont des segments contigus et compacts, mais phy- 
siquement séparables, de la chaîne polypetidique. Comme l'a bien 
montré George Rose, ces domaines sont à leur tour composés des 
sous-domaines, lesquels comprennent des sous-sous-domaines et 
ainsi de suite. D'après cette notion, si l'on considère tout segment, 
de longueur quelconque, d'une protéine native comme une ficelle 
emmêlée, on peut toujours trouver un plan qui la divise en deux 
segments, plutôt qu'en un grand nombre de segments plus petits 
(comme ce serait le cas avec une pelote de laine). Pour le démon- 
trer, il suffit de colorer en rouge les premiers n/2 résidus d'un 
domaine de n résidus et en bleu les autres 7/2 résidus. En répétant 
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FIGURE 9-5 Hiérarchie dans l'organisation des protéines globulaires. 
La structure par rayons X de la protéine fer-soufre à haut potentiel 
CHiPIP) est ici représentée par ses atomes C,, (les sphères). Dans le des- 
sin du haut, les premiers n/2 résidus de cette protéine de n résidus (où 

n = 71) sont en rouge et les autres n/2 résidus sont en bleu. À la 
deuxième rangée, le procédé est repris de sorte qu'à droite, par exemple, 
les première et deuxième moitiés de la seconde moitié de la protéine sont 
en rouge et en bleu, le restant étant en gris. Le procédé est répété en bas. 
Noter qu'à chaque étage de cette hiérarchie les régions en rouge et en 
bleu ne se mélangent pas. [Avec la permission de George Rose, The 
Johns Hopkins University School of Medicine, et de Robert Baldwin, 
Ctanford Universitv School of Medicine } 
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ce procédé, comme montré à la Fig. 9-5 pour la protéine fer-soufre 
à haut potentiel (HiPIP), on constate qu'à chaque étape les régions 
rouges et bleues ne se mélangent pas. De toute évidence, l'orga- 
nisation de la structure des protéines est hiérarchique, autrement 
dit les chaînes polypeptidiques forment localement des structures 
compactes, lesquelles s'associent avec des structures similaires qui 
sont leurs voisines dans la séquence, pour former des structures 
compactes plus vastes, etc. Bien sûr, cette organisation structurale 
est en accord avec l'observation que, dans les protéines, les inter- 
actions par liaisons hydrogène sont essentiellement locales (Sec- 
tion 8-4B). Ceci a également des implications importantes pour la 
manière dont les polypeptides se replient pour former des pro- 
téines dans leur structure native (Section 9-1C). 


d. Les structures des protéines sont éminemment adaptables 

Les protéines globulaires ont des densités de compactage com- 
parables à celles de cristaux organiques (Section 8-3B) car les 
chaînes latérales à l’intérieur de la protéine s'assemblent avec une 
complémentarité parfaite. Afin de vérifier si ce phénomène est 
d'importance dans la structure des protéines, Eaton Lattman et 
George Rose ont analysé 67 protéines globulaires de structure 
connue pour tenter de trouver des interactions préférentielles entre 
les chaînes latérales. Ils n'en ont trouvé aucune, ce qui indique 
que, du moins pour les protéines globulaires, le compactage 
dépend du repliement natif mais que le repliement natif ne dépend 
pas du compactage. Ce point est corroboré par le fait que l'on 
trouve un grand nombre de familles de protéines dont les membres 
ont des repliements identiques même si leur éloignement évolutif 
est tel qu'ils n'ont pas de similitudes de séquences identifiables 
(voir par exemple les protéines en tonneau &/f ; Section 8-3B). 

D'après ce qui précède, on peut dire qu'il existe de nombreuses 
manières, pour les résidus internes d'une protéine, de se rassem- 
bler efficacement, Cette notion a été remarquablement illustrée par 
les études de Brian Matthews sur le lysozyme T4 (un produit du 
bactériophage T4), où il a comparé les structures par rayons X de 
plus de 300 mutants de cette enzyme monomérique de 164 résidus. 
Le remplacement d'un ou de quelques résidus dans le cœur hydro- 
phobe n'entraînait que des déplacements locaux dans le squelette 
du lysozyme, plutôt que des changements de la structure globale. 
Dans de nombreux cas, le lysozyme T4 acceptait l'insertion de 
résidus supplémentaires (jusqu'à quatre), sans modification impor- 
tante de la structure, ni même perte d'activité enzymatique. De 
plus, seulement 173 des 2015 mutants ponctuels (un seul résidu 
modifié) du lysozyme T4 voyaient leur activité enzymatique dimi- 
nuée, Il est donc clair que les structures protéiques sont très résis- 
tantes aux changements. 


e. Les structures secondaires des protéines peuvent 

dépendre du contexte 

La structure d'une protéine native est déterminée par sa 
séquence en acides aminés, mais dans quelle mesure la conforma- 
tion d'un segment polypeptidique donné est-elle influencée par le 
reste de la protéine ? La structure par RMN de la protéine GB1 
(domaine B1 de la protéine G de streptocoque qui permet à la bac- 
térie d'échapper aux défenses immunitaires de l'hôte en se combi- 
nant aux anticorps appelés immunoglobulines G) montre que ce 
domaine de 56 résidus, qui ne possède pas de pont disulfure, est 
constitué d'une longue hélice a disposée au travers d’un feuillet 
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FIGURE 9-6 Structure par RMN de la protéine GBL. Les résidus 23 à 
33 sont en vert et les résidus 42 à $3 en bleu-vert. La séquence caméléon 
de 11 résidus AWTVEKAFKTEF peut occuper l'une ou l'autre de ces posi- 
tions sans affecter significativement la conformation du squelette de La pro- 
téine native [Structure par RMN due à Angela Gronenbom et Marius 
Clore, National Institutes of Health. Bethesda, Maryland, PDBid 1GB1.] 


introduisit la séquence «caméléon» de 11 résidus AWTVE- 
KAFKTF à la place des résidus 23 à 33 de l'hélice & de GB1 
(AATAEKFVFQY ; 7 résidus changés) pour donner Chm-&, ou à 
la place des résidus 42 à 52 de son épingle à cheveux B C-termi- 
nale (EWTYDDATKTF dans GB1 ; 5 résidus changés) pour don- 
ner Chm-fB. Aussi bien Chm-& que Chm-$ se dépliaient réversi- 
blement sous l'influence de la chaleur, ce qui est typique des 
protéines globulaires compactes à un seul domaine, et leur spectre 
RMN 2D montrait que leur structure était semblable à celle de la 
protéine GB1 native. Cependant, les mesures de RMN sur le pep- 
tide caméléon isolé (Ac-AWTVEKAFKTF-NH,, où Ac est un acé- 
tyl) montraient qu'il est déplié en solution, ce qui indique que sa 
séquence ne manifeste pas de préférence particulière pour la 
conformation en hélice & ou pour celle en feuillet B. Qu'une struc- 
ture secondaire soit une hélice & ou un feuillet B peut donc être 
déterminé par une information située à distance dans la protéine, 
autrement dit, le contexte peut avoir une influence importante sur 
le repliement des protéines (voir cependant Section 9-1C). 


f. Changement du repliement d’une protéine 

Des protéines qui n'ont qu'environ 20 % d'identité de séquence 
peuvent avoir une structure semblable. Dans quelle mesure faut-il 
modifier la séquence d'une protéine pour transformer son replie- 
ment en celui d'une autre protéine ? Une réponse à cette question 
a été donnée, du moins pour la protéine GB1, par le fait que chan- 
ger 50 % de ses 56 résidus transforme son repliement en celui de 
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FIGURE 9-7 Structure par rayons X de la protéine Rop, un homo- 
dimère de motifs œa qui s'associent pour former un faisceau de 

4 hélices. Moyennant modification de 50 % de ses résidus, la protéine 
GB1, dont la structure est montrée à La Fig. 9-6, adopte la structure de la 
protéine Rop. Une des sous-unités de la structure, montrée ici, est colorée 
selon la séquence du polypeptide dérivé de la GB, avec en pourpre les 
résidus identiques dans les deux protéines natives, en magenta (bleu foncé) 
les résidus inchangés par rapport à GB1 native, en bleu-vert les résidus 
identiques à ceux de Rop native, et en vert les résidus différents par rapport 
aux séquences des deux protéines natives, L'extrémité N-terminale de cette 
sous-unité est en bas à droite. [Structure par rayons X due à Demetrius 
Tsernoglou, Università di Roma, Rome, ltalie, PDBid 1ROP.] 


of primer »). Rop est un homodimère dont chaque sous-unité de 63 
résidus forme un motif «a (Fig. 8-46c) qui dimérise, son axe 
d'ordre deux étant perpendiculaire aux axes de l'hélice, pour for- 
mer un faisceau de 4 hélices (Fig. 9-7). Le changement de 50 % 
des résidus de GB1 fut réalisé sur base d’un algorithme de prédic- 
tion de structure secondaire (Section 9-3), de calculs de minimisa- 
tion d'énergie, et de modélisation visuelle, pour donner un nou- 
veau polypeptide appelé Janus (d'après le dieu romain du 
renouveau à deux visages) dont l'identité de séquence avec GBI 
est de 41 %. De ce fait, GBI conservait ses résidus à haut pouvoir 
hélicoïdal, tandis que de nombreux résidus qui ont tendance à for- 
mer un feuillet B étaient remplacés dans les régions devant former 


une hélice © (la tendance à former des hélices ou des feuillets est 
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introduits aux positions adéquates a et d de la séquence heptamé- 
rique répétitive (Fig. 8-27) pour former le cœur du faisceau à 4 
hélices de Rop:; enfin, des résidus furent substitués pour mimer la 
distribution des charges de surface de Rop. Des mesures par fluo- 
rescence et par RMN montrèrent que Janus adopte une conforma- 
tion stable ressemblant à celle de Rop. On conclut de telles études 
que tous les résidus ne jouent pas un rôle d'égale importance pour 
déterminer un repliement particulier. En effet, la séquence de Janus 
est plus proche de celle de GB1 (50 % d'identité) que de celle de 
Rop (41% d'identité), bien que la structure de Janus soit plus 
proche de celle de Rop que de celle de GBI. 


C. Mécanismes de repliement 


Comment une protéine se replie-1-elle pour prendre sa conforma- 
tion native ? Un réponse à cette question doit bien sûr attendre que 
nous sachions pourquoi les structures natives des protéines sont 
stables. De plus, et on pouvait s'y attendre, le processus de replie- 
ment est lui même d'une très grande complexité. Néanmoins, 
comme discuté ci-dessous, on commence à comprendre dans les 
grandes lignes comment les protéines se replient pour adopter leur 
conformation native, 

On pourrait imaginer, et ce serait le mécanisme le plus simple, 
que la protéine explore au hasard toutes les conformations pos- 
sibles jusqu'à ce qu'elle «tombe» sur sa conformation native. 
Cependant, un simple calcul fait pour la première fois par Cyrus 
Levinthal a montré sans ambiguïté que cette hypothèse ne tenait 
pas : supposons que les 2n angles de torsion du squelette, @ et w, 
d'une protéine de n résidus aient chacun trois conformations 
stables. Cela nous donne 3? soit environ 10° conformations pos- 
sibles pour la protéine, ce qui est une sous-estimation grossière, car 
il n'a pas été tenu compte des chaînes latérales. Si une protéine 
explore de nouvelles conformations à la vitesse à laquelle se 
réorientent les simples liaisons, elle peut trouver environ 10! 
conformations à la seconde, ce qui, sans aucun doute, est une sures- 
timation, Nous pouvons maintenant calculer en secondes, le temps 
1 nécessaire pour qu'une protéine explore toutes les conformations 
possibles : 

10" 
Pour une petite protéine de n = 100 résidus, : = 10° 5, soit un 
temps considérablement supérieur à l'âge de l'univers (environ 
20 milliards d'années = 6 x 10/75). 

Même pour la plus petite protéine, il faudrait donc un temps 
beaucoup trop long pour qu'elle puisse se replier selon sa confor- 
mation native en explorant au hasard toutes les conformations pos- 
sibles, une déduction connue sous le terme de paradoxe de Levin- 
thal. En réalité, il faut moins de quelques secondes à beaucoup de 
protéines pour se replier dans leur conformation native. Comme l'a 
proposé Levinthal, leur repliement doit donc faire intervenir une 
série de mécanismes séquentiels au cours desquels l'évolution vers 
l'état natif s'accompagne d'une augmentation très importante de 
la stabilité conformationnelle (diminution de l'énergie libre). 


(9.1] 


a. Il faut des mesures rapides pour suivre le repliement 
d’une protéine 


L'étude du repliement de plusieurs petites protéines à domaine 
28 l'onmamensalst li... 
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Source lumineuse 


FIGURE 9-8 Appareil de stop-flow. La réaction démarre par l'injection 
simultanée et rapide du contenu des deux seringues dans le mélangeur. 
En heurtant l'interrupteur, la seringue d'arrêt déclenche l'enregistrement 
optique (dans l'UV ou le visible, par fluorescence, ou par spectre CD) de 
la réaction par l'ordinateur. 


(la myoglobine sans son groupement hème), montre que ces pro- 
téines se replient dans la milliseconde, ou moins, qui suit leur 
transfert de conditions « dénaturantes » en conditions « natives ». 
Si l'on veut observer les premières phases du processus de replie- 
ment, on doit pouvoir opérer ce transfert en un temps nettement 
plus court. C'est ce qu'on réalise le plus souvent avec un mélan- 
geur rapide appelé appareil à flux interrompu (« stopped flow ») 
(Fig. 9-8). Ici, une solution dans laquelle la protéine est dénaturée 
par le pH, le chlorure de guanidinium ou l'urée, est rapidement 
modifiée quant à son pH ou bien est diluée, pour déclencher le 
repliement de la protéine. Dans de tels instruments, le «temps 
mort » (intervalle qui sépare le début du mélange de celui des pre- 
mières mesures) est >0,5 ms. Cependant, les mélangeurs ultra- 
rapides les plus récents ont des temps morts de l'ordre de 40 ps. 

Une autre technique consiste à replier des protéines dénatu- 
rées par le froid ([Les protéines pour le repliement desquelles A/7 
et AS sont positifs, sont déstabilisées par une diminution de la tem- 
pérature (Tableau 3-2). Puisque AG = AH — TAS, ces protéines 
sont instables et donc se dénaturent lorsque T < AH/AS. Pour beau- 
coup de ces protéines, on peut trouver des conditions en solution 
pour que cette température soit >0 °C}). Le repliement d'une pro- 
téine ainsi dénaturée par le froid est amorcé par un saut de tem- 
pérature («temperature-jump ») qui consiste à augmenter de 
10°C, voire de 30°C, avec une impulsion laser infrarouge, la tem- 
pérature de la solution en <100 ns. 

Quelle que soit la méthode, il faut pouvoir suivre le repliement 
de la protéine par une technique qui détecte des changements 
rapides dans la structure de la protéine. Les deux techniques les 
plus utilisées, expliquées ci-dessous, sont: (1) une technique 
optique comme la spectroscopie par dichroïsme circulaire (CD), 
et (2) l'échange H/D pulsé suivi de spectroscopie par RMN-2D. 


b. Le spectre de dichroïsme circulaire d’une protéine 
renseigne sur sa conformation 
Une solution contenant un soluté qui absorbe la lumière 
absorbe celle-ci selon la loi de Beer-Lambert, 


A = lo(T ! ) = ecl (9.2] 
lo 


où À est l'absorbance du soluté (on dit aussi sa densité optique), 
1, l'intensité de la lumière incidente à une longueur d'onde donnée 
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FIGURE 9-9 Spectres d'absorbance dans l'UV pour trois acides 


aminés aromatiques, la phénylalanine, le tryptophane et la tyrosine. 
Noter que le coefficient d'extinction molaire, €, est donné en échelle loga- 
rithmique. [D'après Wetlaufer, D.B., Adv. Pror. Chem. 7, 310, (1962).] 


tinction molaire du soluté à À, c sa concentration molaire, et / la 
longueur en cm du trajet optique. La valeur de € varie avec À ; un 
graphique de € en fonction de À pour le soluté est son spectre 
d’absorbance. 

Les polypeptides absorbent fortement la lumière dans la région 
ultraviolette (UV) du spectre (À = 100 à 400 nm) essentiellement 
parce que leurs chaînes latérales aromatiques (celles de Phe, Trp et 
Tyr) ont des coefficients d'extinction molaire particulièrement éle- 
vés (pouvant atteindre des dizaines de milliers ; Fig. 9-9) dans cette 
région du spectre. Cependant, les polypeptides sont incolores, car 
ils n’absorbent pas la lumière visible (À = 400 à 800 nm). 

Pour des molécules chirales comme les protéines, les valeurs 
de € sont différentes pour la lumière polarisée en cercle vers la 
gauche (€, ) ou vers la droite (€,). La variaton, avec À, de la diffé- 
rence de ces valeurs, A£ = €, — €, donne le spectre CD du soluté 
étudié (pour les molécules non chirales, €, = £, : elles n'ont donc 
pas de spectre CD). Dans les protéines, les hélices @, les 
feuillets B, et les enroulements au hasard ont des spectres CD 
caractéristiques (Fig. 9-10). Le spectre CD d'un polypeptide donne 
donc une idée de sa structure secondaire. 


c. L'échange H/D pulsé fournit des détails structuraux sur 

la manière dont une protéine se replie 

L'échange H/D pulsé, méthode mise au point par Walter 
Englander et Robert Baldwin, est la seule technique connue per- 
mettant de suivre, en fonction du temps, des résidus particuliers 
dans une protéine en cours de repliement. Des protons faiblement 
acides ('H), comme ceux des groupements amine et hydroxyl (X— 
H), s'échangent avec ceux de l'eau, un phénomène appelé échange 
d'hydrogène, comme on peut le vérifier en utilisant de l'eau deu- 
térée [D,0 ; le deutérium (D ou 2H) est un isotope stable de "H]: 
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AIGURE 9-10 Spectres de dichroïsme circulaire (CD) pour des poly- 
peptides. Les polypeptides en conformation hélice &, feuillet B, ou 
enroulement au hasard (rc) ont été détectés à partir du spectre CD de pro- 
téines de structure par rayons X connue. En comparant ces spectres aux 
spectres d'absorption de la Fig. 9-9, on peut voir que AE = €, — €4 repré- 
sente une petite différence entre deux grands nombres. (D'après 

Saxena, V.P. et Wetlaufer, D.B.. Proc. Natl. Acad. Sci. 66, 971 (1971).] 


Puisque le spectre RMN de 1H couvre un éventail de fré- 
quences différent de celui de D, l'échange de 'H pour D peut être 
facilement suivi par spectroscopie RMN. En conditions physiolo- 
giques, les petites molécules organiques, telles que les acides ami- 
nés et les dipeptides, échangent complètement leurs protons fai- 
blement acides avec D en un temps qui va de la milliseconde à la 
seconde. Les protéines contiennent un grand nombre de protons 
échangeables, comme ceux des groupements amide de leur sque- 
lette. Cependant, les protons impliqués dans des liaisons hydro- 
gène ne s'échangent pas avec le solvant et, de plus, les groupe- 
ments situés à l'intérireur d’une protéine native ne sont pas en 
contact avec le solvant. 

Avec la technique de RMN-2D (Section 8-3A), l'échange H/D 
pulsé permet de suivre le repliement des protéines au cours du 
temps. La protéine étudiée, dont les ponts disulfure sont en géné- 
ral intacts, est dénaturée par du chlorure de guanidinium ou de 
l'urée en solution dans D,0 afin que tous les atomes d'azote pep- 
tidique de la protéine soient deutérés (N—D). Le repliement est 
alors provoqué dans un dispositif de stop-flow en diluant la solu- 
tion dénaturante avec !H,0 en même temps que le pH est abaissé 
afin d'arrêter les réactions d'échange d'hydrogène (à pH neutre, 
les réactions d'échange d'hydrogène sont catalysées par OH” et 
par conséquent leurs vitesses sont très dépendantes du pH). Après 
un temps de repliement préétabli, s,, le pH est augmenté rapide- 
ment (en utilisant une troisième seringue déclenchée indépendam- 
ment, ce qu’on appelle le marquage pulsé) pour initier l'échange 
d'hydrogène. Les atomes d'azote peptidique dont les atomes D 
n'ont pas formé de liaisons hydrogène durant 1, s'échangent avec 


1H, tandis que ceux qui sont impliqués dans une liaison hydrogène 
à f, et donc indisponibles pour l'échange d'hydrogène, restent 
deutérés. Après un temps court (10 à 40 ms), le marquage pulsé est 
terminé en abaissant rapidement le pH (à l’aide d'une quatrième 
seringue). On laisse le repliement s'achever et le rapport H/D de 
chaque site où l'échange est possible est déterminé par RMN-2D 
(les pics du spectre RMN-2D du proton ayant été assignés préala- 
blement). En répétant les mesures pour différentes valeurs de 1,, on 
peut déterminer la formation des liaisons hydrogène pour chaque 
résidu au cours du temps. 

Les études par RMN-échange H/D pulsé n'indiquent pas direc- 
tement les structures intermédiaires lors du repliement. Cependant, 
si l'on connaît la structure native de la protéine d'intérêt (et c'est 
presque toujours le cas pour les protéines dont on étudie le replie- 
ment) et en supposant que la protéine se replie sans former des 
structures secondaires absentes dans la protéine native, alors les 
spectres RMN-2D indiquent comment les éléments de la structure 
native se forment au cours du temps, ainsi que la vitesse à laquelle 
ils sont exclus du solvant. 


d. Les étapes les plus précoces du repliement d'une 
protéine sont amorcées par un effondrement 
hydrophobe 
Les mesures de CD-stopped-flow montrent que pour la plupart 

des petites protéines à domaine unique, sinon pour toutes, la majo- 

rité des structures secondaires présentes dans la protéine native se 
forment dans les quelques millisecondes qui suivent le déclenche- 
ment du repliement. On appelle cet événement la phase rapide, 
parce que les étapes suivantes du repliement prennent beaucoup 
plus de temps. Des mesures d'échange H/D pulsé sur ces petites 
protéines montrent qu'une protection relative contre l'échange 
d'hydrogène dans certains éléments de structure secondaire se 
manifeste dans les 5 ms environ qui suivent le début du repliement. 

Puisque les protéines globulaires ont un cœur hydrophobe 
compact, il est probable que ce qui déclenche leur repliement soit 
un «effondrement hydrophobe », au cours duquel les groupe- 
ments hydrophobes de la protéine se rassemblent pour expulser la 
majorité des molécules d’eau qui les entourent. Ceci réduit forte- 
ment le rayon de rotation du polypeptide (de 30 à -15 À pour un 
polypeptide de 100 résidus), phénomène typique pour les poly- 
mères transférés d’un bon dans un mauvais solvant. 

Ce mécanisme d'effondrement hydrophobe est en accord avec 
l'observation selon laquelle le colorant hydrophobe 8-anilino-1- 
naphtalène sulfonate (ANS) 


NH, 


8-Anilino-1-naphthalène 
gulfonate (ANS) 
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se lie aux protéines en train de se replier. La fluorescence de l'ANS 
augmente considérablement dans un environnement non polaire, et 
une telle augmentation est observée pendant la phase rapide 
lorsque l'ANS est présent dans la solution où la protéine se replie. 
Puisque l'ANS est censé se lier préférentiellement aux groupe- 
ments hydrophobes, ceci montre que le cœur hydrophobe d'une 
protéine se forme rapidement dès l'amorce du processus de replie- 
ment. 

L'état initial « affaissé » d'une protéine qui se replie est appelé 
globule fondu. Cette entité a un rayon de rotation qui n’est que 5 
à 15% supérieur à celui de la protéine native et possède à un cer- 
tain degré la structure secondaire de celle-ci ainsi que son replie- 
ment général. Cependant, les chaînes latérales d'un globule fondu 
sont très désordonnées, sa structure est bien plus fluctuante que 
celle d'une protéine native, et sa stabilité thermodynamique est 
minime. Malgré cela, la chaîne polypeptidique peut poursuivre son 
repliement et atteindre l'état natif sans devoir subir de profonds 
réarrangements de sa partie centrale très encombrée. 


e. Une structure tertiaire proche de celle de la protéine 
native apparaît au cours des étapes intermédiaires du 
repliement 
Après la phase rapide, les petites protéines manifestent une 

augmentation de la liaison de l'ANS, des modifications supplé- 
mentaires de leur spectre CD, et une protection accrue contre 
l'échange H/D. Ces étapes intermédiaires dans le repliement 
durent 5 à 1000 ms. C'est à ce stade que la structure secondaire de 
la protéine se stabilise et que sa structure tertiaire commence à se 
former. On pense que ceci implique d’abord la formation de sous- 
domaines qui ne sont pas encore associées correctement les uns 
aux autres. Il est probable que les chaînes latérales soient encore 
mobiles, de sorte qu'à ce stade du repliement la protéine est en fait 
un ensemble de structures apparentées qui s’interconvertissent. 


f. Les étapes finales du repliement exigent plusieurs 

secondes 

L'étape finale du repliement est celle où la protéine atteint sa 
structure native. Ceci suppose que le polypeptide subisse un grand 
nombre de mouvements complexes qui lui permettent de réaliser 
le compactage relativement rigide du centre de la protéine et d'éta- 
blir ses liaisons hydrogène, tout en expulsant du cœur hydrophobe 
les molécules d'eau qui y restaient. Pour les petites protéines à 
domaine unique, ceci peut prendre plusieurs secondes. 


g. La théorie du paysage pour le repliement des protéines 
Une notion classique est que le repliement des protéines passe 
par une série d’intérmédiaires bien définis. Ainsi, on pensait que le 
répliement d'un polypeptide enroulé au hasard commence par la 
formation aléatoire de courts segments de structure secondaire, 
comme des hélices & et des tournants B, lesquels joueraient le rôle 
de centres de nucléation (comme dans un échafaudage) pour sta- 
biliser des régions organisées supplémentaires de la protéine. De 
tels centres doués d’une structure adéquate pour la protéine native 
se développeraient alors par la diffusion, la collision aléatoire et 
l'adhérence de deux d'entre eux ou plus, Toujours selon cette vue, 
la stabilité de ces régions ordonnées augmentant avec leur taille, 
elle croissent spontanément de manière coopérative après avoir 
atteint par hasard une certaine masse critique, jusqu'à former un 
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conformationnels relativement mineurs réarrangent ce domaine 
pour donner la structure tertaire plus compacte de la protéine 
native. 

L'arrivée de méthodes expérimentales permettant d'observer 
les étapes précoces du repliement des protéines a conduit à s'en 
faire une idée assez différente. D'après cette théorie du paysage, 
que l'on doit essentiellement à Peter Wolynes, Baldwin et Dill, le 
repliement se déroule sur une surface énergétique ou paysage, qui 
représente les états d'énergie conformationnelle auxquels le poly- 
peptide a accès dans les conditions données. Les coordonnées hori- 
zontales d’un point de cette surface correspondent à une confor- 
mation particulière du polypeptide, à savoir les valeurs de f et de 
y pour chaque résidu d'acide aminé et les angles de torsion pour 
chacune des chaînes latérales (mais projetés ici d'un espace à plu- 
sieurs dimensions sur un plan à deux dimensions). La coordonnée 
verticale d'un point sur la surface énergétique représente l'énergie 
libre interne du polypeptide dans cette conformation. D'après ces 
mesures, la surface énergétique d'un polypeptide en train de se 
replier a la forme d'un entonnnoir, l'état natif correspondant au 
fond de cet entonnoir, c'est-à-dire au minimum global d'énergie 
libre (Fig. 9-1la). La largeur de l’entonnoir à une hauteur quel- 
conque (l'énergie libre) au dessus de l'état natif renseigne sur le 
nombre d'états conformationnels possédant cette énergie libre, 
donc sur l'entropie du polypeptide. 

Les polypeptides se replient via une suite d'ajustements confor- 
mationnels qui diminuent leur énergie libre et leur entropie jus- 
qu'à ce qu'ils atteignent l'état natif. Compte tenu du grand nombre 
de conformations différentes du polypeptide déplié (qui occupent 
des positions différentes dans l’entonnoir), il est exclu qu'ils sui- 
vent le même chemin pour se replier vers l'état natif. Si, comme 
le pensait Levinthal, le polypeptide arrivait à l'état natif par une 
recherche conformationnelle aléatoire, sa surface énergétique res- 
semblerait à un disque plat percé d'un petit trou, comme un terrain 
de golf (Fig. 9-11). I faudrait alors un temps extrêmement long 
au polypeptide (la balle de golf) pour atteindre l’état natif (tomber 
dans le trou) en cherchant au hasard la bonne conformation (en 
roulant sans but sur la surface du terrain de golf). 

Pour une protéine qui se replie selon la notion classique, la sur- 
face énergétique discoïdale devrait présenter une gorge radiale pro- 
fonde qui descend vers le trou correspondant à l’état natif (Fig. 9- 
lc). La recherche conformationnelle aléatoire de cette gorge 
serait beaucoup moins longue que dans le modèle de Levinthal et 
le polypeptide se replierait facilement dans son état natif. Cepen- 
dant, le temps requis pour trouver le chemin (la gorge) menant à 
cet état serait tel qu'il lui faudrait encore plusieurs secondes pour 
s'engager dans la descente vers le repliement final. 

De nombreux polypeptides adoptent une structure proche de 
l'état natif en moins d'une milliseconde après le début du replie- 
ment. Cette observation montre que leur surface énergétique a, de 
fait, la forme d'un entonnoir, autrement dit qu'elle descend en tous 
points vers la conformation native. Ainsi, les différents chemins 
que suivent les polypeptides, déroulés au départ, pour atteindre 
leur repliement natif, sont semblables aux différentes pistes que 
pourraient emprunter des skieurs partant du sommet d'une vallée 
en cuvette pour arriver à son point le plus bas. Apparemment, i/ 
n'existe pas de trajectoire particulière ou même de pistes sem- 
blables qu'un polypeptide devrait nécessairement emprunter pour 
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Ce qui précède n'implique pas que la surface de l'entonnoir de 
repliement soit forcément lisse comme le montre la Fig. 9-1 1a. En 
réalité, la théorie du paysage suggère que cette surface énergétique 
présente une topographie relativement accidentée, c'est-à-dire de 
nombreux minima et maxima d'énergie locaux (Fig. 9-114d). En 
suivant une voie de repliement particulière, un polypeptide peut 
donc rester piégé dans un minimum local jusqu'à ce qu'il acquière 
par hasard suffisamment d'énergie thermique pour surmonter cette 
barrière cinétique et poursuive sa route vers l'état natif, Ainsi, dans 
la théorie du paysage, les maxima d'énergie locaux (états de tran- 
sition; Section 14-1C) qui gouvernent la vitesse de repliement 
d'une protéine ne correspondent pas à des structures particulières, 
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FIGURE 9-11 Entonnoirs de repliement. (a) Paysage en entonnoir 
sant de contacts intracaténaires, son énergie libre interne (sa hauteur au 
dessus de l'état natif, N) décroit ainsi que sa liberté conformationnelle (la 
(points noirs) suivent différentes voies (lignes noires) pour atteindre l'état 
natif, (b) Le paysage de Levinthal en « terrain de golf » dans lequel la 
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idéalisé. À mesure que la chaîne polypeptidique établit un nombre crois- 
largeur de l'entonnoir). Des polypeptides de conformations différentes 
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comme le prédit la théorie classique, mais bien à des ensembles de 
structures. 


h. Le repliement des protéines suit une hiérarchie 

Le fait que la structure des protéines réponde à une hiérarchie 
(Section 9-1B) suggère que leur repliement est lui aussi un pro- 
cessus hiérarchique. Ceci veut dire que le repliement commence 
par la formation de structures peu stables qui se suivent dans une 
région particulière, lesquelles interagissent localement pour don- 
ner des structures intermédiaires de complexité croissante, qui 
grandissent séquentiellement pour former la protéine native, Un 
repliement non hiérarchique, au contraire, suppose que la structure 
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aléatoire, c'est-à-dire sur une surface énergétique plane, {c) Le paysage 
de repliement classique où la chaîne de déplace au hasard sur une surface 
énergétique plane jusqu'à ce qu'elle rencontre une gorge qui conduit à 
l'état natif, (d) Surface énergétique accidentée présentant des minima 
locaux dans lesquels un polypeptide en cours de repliement peut être 
piégé momentanément, On pense que les entonnoirs de repliement des 
protéines naturelles ont cette topographie là, [Avec la permission de Ken 
A D AOC PE T7 SES PT OU RUERT Pr | 


286 Chapitre 9. Repliement des protéines, dynamique et évolution structurale 


tertiaire d'une protéine non seulement stabilise ses structures 
locales, mais aussi les détermine. Alors que la théorie du paysage 
est en accord avec le repliement hiérarchique, la théorie classique 
du repliement des protéines est plus compatible avec un repliement 
non hiérarchique. Par ailleurs, in vivo le repliement d’un polypep- 
tide commence avec sa synthèse, dès sa sortie du ribosome. Dans 
ces conditions, il semble bien que le polypeptide atteindra plus 
facilement l'état natif si son repliement est hiérarchique 

Un faisceau d'arguments plaide en faveur du repliement hié- 
rarchique des protéines. 


1. De nombreux fragments peptidiques des protéines forment, 
ou du moins tendent à former, des replis comme dans la protéine 
native en absence d'interactions à longue portée (tertiaires). De 
plus, lorsque des protéines telles que le cytochrome c ou l'apo- 
myoglobine sont mises à pH suffisamment bas pour déstabiliser 
leur structure native, leurs éléments de structure secondaire persis- 
tent comme dans la structure native. 


2. Les intermédiaires que l’on observe lors du repliement des 
protéines sont en accord avec un processus hiérarchique. 


3. Dans les protéines natives, les limites des hélices sont fixées 
par leurs séquences flanquantes (Section 9-3), plutôt que par leurs 
interactions tertiaires. 


4. Avec LINUS (pour « Local {ndependently Nucleated Units of 
Structure »), un programme informatique imaginé par Rose pour 
simuler le repliement hiérarchique, on peut prédire de façon satis- 
faisante les structures secondaires de plusieurs protéines même si 
l'on ne tient compte d'aucune interaction à longue portée. 


Dans la Section 9-1B, nous avons vu à propos de la protéine 
GB1 (Fig. 9-6) que la séquence « caméléon » de 11 résidus adop- 
tait la structure soit en hélice &, soit en épingle à cheveux B, 
d’après sa position dans la protéine. Sa conformation semble donc 
déterminée par le contexte plutôt que par des interactions locales. 
Cependant, des simulations avec LINUS montrent que la confor- 
mation de la séquence caméléon est en fait déterminée par des 
interactions locales au delà de ses limites. 

Nous avons vu que les plis des protéines natives peuvent très 
bien persister malgré des changements dans la séquence. De toute 
évidence, l'information fournie par la séquence pour la formation 
d'un pli particulier se distribue dans toute la chaîne polypepti- 
dique et est également « surdéterminée ». Ce sont ces propriétés 
qui semblent responsables du repliement hiérarchique. 


i. L'inhibiteur trypsique pancréatique bovin (BPTI) 

prend sa conformation native selon un mécanisme 

séquentiel 

Nous avons exposé les principes généraux du repliement des 
protéines, mais n'avons pas décrit de cas particulier. Bien sûr, si la 
théorie du paysage est exacte, ceci ne peut se vérifier qu'en termes 
statistiques, du moins pour les étapes précoces du repliement. En 
fait, de nombreuses petites protéines semblent atteindre leur 
conformation native sans passer par des intermédiaires détectables 
(stables). On dit de ces protéines (le cytochrome c, par exemple) 
qu'elles se replient par un mécanisme en deux étapes (seuls leur 
état déplié et leur état natif sont stables). Cependant, le repliement 
de nombreuses autres protéines semble impliquer des intermé- 
diaires bien définis, du moins dans les étapes finales du repliement, 
Ceci a sans doute été le mieux démontré par les études de renatu- 
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FIGURE 9-12 Squelette polypeptidique et ponts disulfure du BPTI 
natif, (D'après un dessin de Michael Levitt, dans CreigMon, TE., J. Mol. 
Biol. 95, 168, (1975).] 


ration de l'inhibiteur trypsique pancréatique bovin (BPTI; 
Fig. 9-12), une protéine monomérique de 58 résidus qui possède 
trois ponts disulfure (elle se lie à la trypsine et l'inactive dans le 
pancréas, empêchant ainsi cet organe sécréteur de s'autodigérer 
(Section 15-3E). 

Le BPTI complètement réduit (il n'y a plus de ponts disulfure) 
est entièrement déroulé (« random coil ») dans les conditions phy- 
siologiques. Ceci a permis à Thomas Creighton et Kim de déter- 
miner l'ordre de formation des ponts disulfure dans le BPTI, en 
amorçant son repliement par addition d'un réactif sulfhydryl 
comme le dithiothréitol oxydé (Section 7-1B). Au fur et à mesure 
que la protéine se renature, les intermédiaires formés sont piégés 
(par exemple, en diminuant le pH, ce qui inhibe la formation de 
l'ion thiolate requis pour les réactions d'échange de ponts disul- 
fure ; Fig. 9-3). Les intermédiaires formés à un moment précis sont 
ensuite séparés par chromatographie, la position de leurs ponts 
disulfure est déterminée (Section 7-11), et plusieurs de leurs struc- 
tures sont Caractérisées par RMN. Chacune des espèces à pont 
disulfure identifiable correspond à un sous-ensemble des confor- 
mations que peut prendre le polypeptide BPTI, si bien qu'en sui- 
vant dans le temps l'apparition de ces différentes espèces, on a pu 
déduire le cheminement conformationnel approximatif pris par la 
protéine au cours de sa renaturation. 


. RMN 
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[5-30] 


Autres conformations 


FIGURE 9-13 Renaturation du BPTI. Le mécanisme de renaturation du 
BPTI les conformations de son squelette polypeptidique déduites 
d'alerte ad mur 
que ces représentations de la protéine diffèrent de celle de la 
Fig. 9-12 par une légère rotation autour de son axe vertical). Les posi- 
1 


Ces expériences ont montré que le repliement du BPTI passe 

par un limité d'étapes pour retrouver sa structure native 
ie 9- 1 

es six résidus Cys du BPTI entièrement réduit ont autant 

es de participer à la formation du premier pont disulfure. 

nt, lorsque la molécule a trouvé un équilibre après une 


»s 15 intermédiaires à un pont disulfure possibles, [5-30] 
iffres indiquent la position des résidus Cys qui forment un 
} et [30-51], se trouvent en quantités significatives. 

relative d'un intermédiaire à l'équilibre est une 
> sa stabilité thermodynamique par rapport aux autres 
aires ; Section 3-4A.) De ces deux intermédiaires, seul 
retrouve dans la protéine native et seule cette espèce 

antités significatives avec des réactifs de groupements 
les pour former un deuxième pont disulfure. Plusieurs 
é conformation montrent que [30-51] est une molécule à 
ion changeante qui, le plus souvent, forme le feuillet $ 


x de la structure secondaire du BPTI, qui représentent 
partie de son cœur hydrophobe. Noter que le pont 
_ dullireH0-51 relie ces deux éléments de structure secondaire. 


2. Sur les 45 intermédiaires à deux ponts disulfure possibles, 
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Intermédiaires à deux ponts disulfure 


Natif 
(wois ponts disulfure) 


[30-51;5-55] [30-51;5-55;14-38] 


tions, dans la séquence, des résidus Cys impliqués dans chaque pont disul- 
fure sont données entre crochets sous le schéma représentant chaque inter- 
médiaire de repliement. Les deux intermédiaires à un pont disulfure, 
[5-30] et [30-51], sont en équilibre rapide. [D'après Creighton, TE., Bio- 
chem. J, 270, 12 (1990).] 


les quatre groupements —SH libres de [30-51] soient également 
réactifs, Noter que cet intermédiaire contient un deuxième pont 
disulfure natif (14-38). Cependant, afin de se replier pour prendre 
la conformation native, [30-51 ; 14-38] doit d'abord se transformer 
en [30-51 ; 5-55] qui contient lui aussi un deuxième pont disulfure 
natif (5-55). Cette conversion est relativement lente, ce qui traduit 
un important réarrangement conformationnel. De toute évidence, 
la conformation requise pour former le pont disulfure 5-55 est dif- 
ficile à atteindre (requiert une importate énergie d'activation). Des 
mesures par RMN ont montré que [30-51; 5-55] possède une 
conformation de type natif, car il présente tous les éléments de 
structure secondaire de la protéine native. 


3. Cette conclusion est confirmée par la très rapide formation 
du troisième pont disulfure du BPTI (14-38) pour donner [30-51 ; 
5-55; 14-38), le BPTI natif. 


j. Ce sont les structures primaires qui déterminent les 
étapes successives du repliement des protéines ainsi que 
leur structure 
Ce qui précède suggère que les structures primaires des pro- 

téines ont évolué afin de spécifier des étapes de repliement effi- 

caces en même temps que des conformations natives stables. Des 
données en faveur de cette hypothèse ont été obtenues par Jona- 
than King, par l'étude de la renaturation de la protéine des piques 
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d'un même polypeptide de 76 kD, dont le T,, = 88 °C. Plusieurs 
variétés mutantes de cette protéine ne se renaturent pas à 
39°C. Toutefois, à 30°C, ces protéines mutantes se replient pour 
prendre des structures dont les propriétés, y compris les valeurs de 
T. sont indiscernables de celles de la protéine non mutante. Les 
modifications en acides aminés à l'origine de ces mutations de 
repliement thermosensibles ont apparemment provoqué la déstabi- 
lisation des états intermédiaires dans le mécanisme de repliement 
sans pour autant affecter la stabilité de la protéine native. D'après 
cette observation on pense que la structure primaire d'une protéine 
spécifie sa structure native en déterminant la série des étapes qui 
accompagnent son repliement. Cette hypothèse est étayée par l'ob- 


servation que, dans les protéines natives, un nombre de résidus 
polaires plus grand qu'attendu viennent coiffer des hélices (Sec- 
tion 8-4B) bien qu'ils ne participent pas à la formation de liaisons 
hydrogène à ces position. Ceci suggère que ces résidus prennent 
position au moment de la formation de l’hélice, facilitant ainsi le 
repliement correct de la protéine. 


2 MB RÔLE DES PROTÉINES AUXILIAIRES 


DU REPLIEMENT 


La plupart des protéines déroulées se renaturent in virro sur des 
périodes qui vont de quelques minutes à plusieurs jours et, le plus 


Ponts S-S non natifs Disulfure mixte 


FIGURE 9-14 Réactions catalysées par la protéine disulfure isomé- 
rase (PDI). (a) La PDI réduite catalyse le réarrangement des ponts disul- 
fure non natifs dans un substrat protéique (ruban mauve) via des 
échanges disulfure pour donner les ponts disulfure natifs (réactions hori- 
contales). Si un pont disulfure établi entre la PDI et le substrat protéique 
est réfractaire à cet échange, il est réduit par le deuxième groupement SH 
de la PDI pour donner le substrat protéique réduit et la PDI oxydée (réac- 
tion verticale et flèche en pointillés). (b) Synthèse de ponts disulfure dans 
les protéines, catalysée par la PDI oxydée. La réaction passe par la for- 
mation d'un disulfure mixte entre la PDI et la protéine. Le produit réduit 
de la réaction réagit avec des agents oxydants de la cellule pour régénérer 
la PDI oxydée, 


(b) 
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souvent, avec un faible rendement, ce qui signifie qu'une propor- 
tion importante des chaînes polypeptidiques prennent des confor- 
mations non natives quasi-stables et/ou forment des agrégats non 
spécifiques, /n vivo, cependant, les polypeptides prennent leur 
conformation native de manière efficace au fur et à mesure de leur 
synthèse, processus qui ne demande normalement que quelques 
minutes ou moins. Ceci, parce que toutes les cellules contiennent 
trois types de protéines auxiliaires dont la fonction est d'aider les 
polypeptides à se replier pour prendre leur conformation native et 
d'assurer leur assemblage pour atteindre leur structure quater- 
naire : ce sont les protéines disulfure isomérases, les peptidyl pro- 
lyl cis-trans isomérases, et les chaperons moléculaires (ou pro- 
téines chaperons). Nous traiterons ci-dessous de ces protéines 


indispensables, 


A. Protéines disulfure isomérases 


La protéine disulfure isomérase (PDI), dont nous avons parlé 
dans la Section 9-1 A, est une enzyme homodimérique d'eucaryote 
comportant 486 résidus par sous-unité (les procaryotes possèdent 
des protéines semblables). Sous sa forme réduite, la PDI catalyse 
les réactions d'échange entre liaisons disulfure, facilitant ainsi le 
brassage des ponts disulfure des protéines (Fig. 9-14a, réactions 
horizontales) jusqu'à ce qu'ils trouvent leur appariement définitif, 
caractéristique de la protéine native. De plus, la PDI doit interve- 
nir pour faciliter le repliement correct des protéines qui se dénatu- 
rent en absence de leurs ponts disulfure natifs. Curieusement, la 
PDI est aussi la sous-unité B de la prolyl hydroxylase, hétérotétra- 
mère de type &B;, l'enzyme qui catalyse l'hydroxylation des rési- 
dus Pro du collagène (Section 8-2B). On ignore la signification de 
cette observation. 

Des comparaisons de séquences révèlent que la sous-unité PDI 
est constituée de quatre domaines d'environ 100 résidus organisés, 
de l'extrémité N- à l'extrémité C-terminale, selon la suite a-b-b'- 
d’, avec une homologie entre les domaines a et a’ d'une part, et b 
et b’ d'autre part. Les domaines a et a’ (PDl-a et PDl-a’) sont 
homologues à la thiorédoxine, protéine rédox ubiquitaire conte- 
nant un pont disulfure (Section 28-3A); ils appartiennent donc à 
la superfamille des thiorédoxines. 

Le site actif de PDl-a et celui de PDI-a’ contiennent le motif 
de séquence -Cys-Gly-His-Cys-, dans lequel le premier résidu 
Cys, sous sa forme —SH, participe à la réaction d'échange de 
ponts disulfure schématisée à la Fig. 9-14a. Si le deuxième résidu 
Cys est muté, l'activité isomérase de la PDI ne dépasse plus 1 % 
de celle de la protéine non mutée, et elle s'accumule en complexe 
ponté par liaisons disulfure avec ses substrats protéiques. Ceci sug- 
gère que la fonction du deuxième résidu Cys, sous sa forme —SH, 
est de libérer la PDI des ponts disulfure stables que le premier 
résidu Cys peut établir avec les substrats protéiques. On obtient 
ainsi d'une part des substrats réduits et, d'autre part, une PDI où 
les deux résidus Cys du site actif sont reliés par un pont disulfure 
(Fig. 9-14a, réaction verticale). 

Bien que la structure par rayons X de la PDI ne soit pas 
connue, les structures par RMN de PDl-a et de PDI-b ont été déter- 
minées par Creighton et Johan Kemmink. La PDI-a (120 résidus) 
forme un feuillet B ouvert (Fig. 9-15a) qui ressemble très fort à 
celui de la thiorédoxine, comme on pouvait s'y attendre. Les ponts 
disulfure sont d'habitude enfouis dans les protéines natives. où on 
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les trouve fréquemment dans un environnement hydrophobe, Tou- 
tefois, l'atome de S du résidu Cys 36 (le premier des deux résidus 
du site actif) de la PDI-a oxydée se trouve à la surface de la pro- 
téine au centre d'une zone hydrophobe (non chargée) (Fig. 9-15b), 


(b) 


FIGURE 9-15 Structure par RMN du domaine a de la protéine disul- 
fure isomérase humaine (PDI-a ) sous sa forme oxydée, (a) Le sque- 
lette du polypeptide est en ruban avec ses hélices en bleu-vert et ses seg- 
ments B en magenta. Les chaînes latérales des résidus Cys du site actif 
(Cys 36 et Cys 39), qui forment un pont disulfure, sont en modèle 

« boules et bâtonnets » avec C en vert et S en jaune. (h) La surface molé- 
culaire est vue du bas de la Partie a et est colorée selon son potentiel 
électrostatique avec les régions les plus positives en bleu foncé, les plus 
négatives en rouge foncé, et les neutres en blanc. [D'après une structure 
par RMN due à Johan Kemmink et Thomas Creighton, European Mole- 
cular Biologv Laboratorv. Heidelbers. Allemagne. PDBid IMEK | 
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Le site actif de la PDl-a occupe donc une région qui semble 
capable de lier des segments polypeptidiques déroulés. De plus, 
bien que les ponts disulfure stabilisent presque toujours les pro- 
téines (Section 8-4D) et sont d'habitude non réactionnels, la PDI- 
a oxydée est moins stable que la PDI-a réduite et possède un pont 
disulfure hautement réactionnel, c'est-à-dire très oxydant. Ceci 
permet à la PDl-a oxydée d'introduire directement, par réaction 
d'échange, des ponts disulfure dans les polypeptides néo-synthéti- 
sés, et donc réduits (Fig. 9-14b). Pour asssurer cette fonction en 
continu, la PDI réduite doit être réoxydée (son pont disulfure réta- 
bli) par les agents oxydants cellulaires. 

La PDI-b (H10 résidus) ne présente que 11 % d'identité avec la 
PDl-a et ne possède pas de résidus Cys. Il fut donc surprenant de 
découvrir, par RMN, que la structure de ce domaine dépourvu 
d'activité catalytique adopte, lui aussi, le repliement typique de la 
thiorédoxine, La PDI comprend donc quatre domaines de type 
thiorédoxine, dont deux catalytiquement actifs reliés à deux autres 
sans activité catalytique. Bien que les PDl-a et PDl-a’ oxydées 
catalysent toutes deux efficacement la formation de ponts disul- 
fure, ce processus requiert une PDI réduite complète. La structure 
de la PDI intacte, qui reste à élucider, devrait permettre d'expli- 
quer ce phénomène. 


B. Peptidyl prolyl cis-trans isomérases 


Bien que les polypeptides soient probablement synthétisés avec 
presque toutes leurs liaisons peptidiques Xaa-Pro (Xaa désignant 
n'importe quel acide aminé) en conformation trans, environ 10 % 
de ces liaisons présentent la conformation cis dans les protéines 
globulaires car, comme nous l'avons vu dans la Section 8-1A, la 
différence d'énergie entre leurs conformations cis et trans est rela- 
tivement faible. Les peptidyl prolyl cis-trans isomérases (PPT; 
appelées aussi rotamases) catalysent l'interconversion, normale- 
ment lente, des liaisons peptidiques Xaa-Pro entre leurs confor- 
mations cis et trans, accélérant ainsi le repliement des polypeptides 
contenant des résidus Pro. On a caractérisé deux familles de PPI 
sans liens structuraux, appelées collectivement immunophilines : 
les cyclophilines (ainsi appelées car elles sont inhibées par le 
médicament immunosuppresseur cyclosporine A, 


CH, o H,C, CH, CH, o H,C CH, 
| ) | 


N 
H,C 
nc cH, CH, 


“ [e) 
C 
 N — CH, N—CH, 
[a] 0 4 
8 ..:N 
3 l n 0 
H CH, H,C CH, 


un peptide cyclique de 11 résidus produit par un champignon) et 
la famille dont la FKS$06 binding protein (protéine de 12 kD 
annclée FKHRP12) ect le prototvne (la FKS06 


HO. 


est une lactone macrocyclique produite par un champignon qui est 
aussi un médicament immunosuppresseur ; les chimistes désignent 
souvent le très grand nombre de médicaments potentiels sur les- 
quelles ils travaillent par des numéros de série plutôt que par des 
noms courants). La structure par rayons X du complexe entre la 
cyclophiline humaine et la succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroali- 
nide montre que ce substrat modèle se lie à l'enzyme avec sa liai- 
son peptidique Ala-Pro en conformation cis et que cette liaison ne 
pourrait se former en conformation trans. On en conclut que l'en- 
zyme catalyse de façon préférentielle l'isomérisation trans-cis des 
liaisons amide peptidyl-prolyl. De plus, la mutation de l’Arg 55 en 
Ala dans la cyclophiline en réduit l’activité enzymatique d'un fac- 
teur 100, En fait, la localisation de Arg 55 devrait lui permettre 
d'établir une liaison hydrogène avec l'atome N de la liaison pep- 
tidique Ala-Pro, ce qu’elle ne fait pas dans la structure cristalline, 
Ces deux observations suggèrent que la formation d'une liaison 
hydrogène entre Arg 55 et cet atome N facilite l’isomérisation cis- 
trans en déconjuguant et donc en affaiblissant la liaison amide pep- 
tidyl-prolyl. 

La cyclosporine A et la FK506 sont deux médicamente très 
efficaces pour le traitement des maladies auto-immunes et pour 
empêcher le rejet d'organes transplantés. En fait, avant l'avène- 
ment de la cyclosporine au début des années 1980, la survie à long 
terme d’un organe transplanté (et de son receveur) était plutôt rare. 
La FK506 découverte plus récemment est un immunosuppresseur 
encore plus puissant. Les propriétés immunosuppressives de la 
cyclosporine A tout comme celles de la FK506 sont dues à ce que 
leurs complexes respectifs avec la cyclophilline et la FKBP12 
empêchent l'expression des gènes impliqués dans l'activation des 
lymphocytes T (les cellules du système immunitaire responsables 
de l'immunité cellulaire ; la réponse immunitaire sera étudiée 
dans la Section 35-2) en interférant avec les mécanismes de signa- 
lisation intracellulaire de ces lymphocytes. Ce qui est un mystère, 
c'est qu'il n’y a pas de relation évidente entre les propriétés immu- 
nosuppressives des immunophilines et les activités rotamase : la 
cyclosporine et la FK506 ont des effets immunosuppresseurs à des 
concentrations très inférieures à celles de la cyclophilline et de la 
FKRP17 dance les cellules: de nlue des modifications nar mutation 


qui provoquent la perte de l’activité rotamase de la cyclophilline 
ne l’empêchent pas de se lier à la cyclosporine A et le complexe 
résultant interfère avec les mécanismes de signalisation des lym- 
phocytes T, On reviendra sur cette énigme dans la Section 19-3F, 


C. Chaperons moléculaires : le système GroEL/ES 


Les protéines néo-synthétisées, et donc déroulées, présentent de 
nombreuses régions hydrophobes exposées au solvant. De plus, in 
vivo, les protéines se replient en présence de concentrations extré- 
mement élevées d'autres macromolécules (-300 g/L, ce qui 
occupe environ un quart du volume disponible). /n vivo, les pro- 
téines déroulées ont donc tendance à former des agrégats intra- et 
intermoléculaires. Les chaperons moléculaires sont des protéines 
dont le rôle est d'empêcher ou d'éliminer de telles associations 
anormales, en particulier dans les protéines multidomaines et à 
plusieurs sous-unités. Pour cela, elles se lient aux surfaces hydro- 
phobes exposées au solvant d'un polypeptide déroulé ou agrégé 
puis elles s'en détachent, ces deux opérations pouvant être répé- 
tées, de façon à faciliter leur repliement et/ou l'obtention de la 
structure quaternaire. Beaucoup de chaperons moléculaires sont 
des ATPases (enzymes qui catalysent l'hydrolyse de l'ATP), qui 
se lient aux polypeptides déroulés et utilisent l'énergie libre de 
l'hydrolyse de l'ATP pour se détacher du polypeptide de la 
meilleure façon. Il semble, comme l'a fait remarquer John Ellis, 
que les chaperons moléculaires fonctionnent comme leurs contre- 
parties humaines : elles empéchent les interactions inappropriées 
entre surfaces complémentaires potentielles et rompent les liaisons 
inconvenantes afin de faciliter des associations plus favorables. 

Les chaperons moléculaires comprennent plusieurs classes de 
protéines indépendantes, qui ont des fonctions assez différentes, 
parmi lesquelles : 

1. Les protéines de choc thermique 70 (Hsp70), qui sont des 
protéines monomériques (-70 kD) très conservées aussi bien chez 
les procaryotes que chez les eucaryotes (ces derniers en possèdent 
différents types dans le cytosol, le réticulum endoplasmique, les 
mitochondries, et les chloroplastes). Elles sont ainsi appelées car 
leur vitesse de synthèse augmente fortement à température élevée 
(on a nommé DnaK la protéine Hsp70 de E. coli parce qu'on l'a 
découverte chez des mutants ne pouvant assurer la croissance du 
bactériophage 1 et l'on croyait donc qu'elle joue un rôle dans la 
réplication de l'ADN). En tant que monomères, les Hsp70 utilisent 
l'énergie de l'ATP pour inverser la dénaturation et l'agrégation de 
protéines (processus accélérés à températures élevées), faciliter le 
repliement correct des polypeptides néo-synthétisés dès leur sortie 
du ribosome, déplier les protéines en vue de leur transport à tra- 
vers les membranes (Section 12-E) et les replier ensuite, En asso- 
ciation avec le cochaperon protéique Hsp40 (DnaJ chez £. coli), 
Hsp70 lie et libère de petites régions hydrophobes dans les pro- 
téines mal repliées. 


2. Les chaperonines, qui forment des complexes de grande 
taille en forme de cage, avec de nombreuses sous-unités, sont des 
composantes universelles des bactéries et des eucaryotes. Elles se 
lient aux surfaces hydrophobes accessibles des protéines globu- 
laires mal repliées puis, dans un processus ATP-dépendant, provo- 
quent le repliement de ces protéines tout en les enveloppant dans 
une cavité, ce qui empêche leur agrégation non spécifique avec 
d'autres protéines déroulées (voir ci-dessous). 
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3. Les protéines Hsp90, surtout impliquées dans le repliement 
de protéines qui jouent un rôle dans la transduction du signal, 
comme les récepteurs des hormones stéroïdes (Section 34-3B). 
Elles comptent parmi les protéines les plus abondantes chez les 
eucaryotes, où elles représentent -1 % de leurs protéines solubles. 

4. Les nucléoplasmines, protéines nucléaires acides, dont la 
présence est nécessaire pour l'assemblage correct in vivo des 
nucléosomes (particules autour desquelles l'ADN des eucaryote 
est enroulé) à partir de leurs constituants, l'ADN et les histones 
(Section 34-1B). 

Certaines classes de protéines chaperons peuvent agir de 
concert. Par exemple, les chaperonines terminent souvent le travail 
commencé par les protéines Hsp70, Dans les paragraphes suivants, 
nous nous concentrerons sur la structure et la fonction des chape- 
ronines, car elles représentent les chaperons moléculaires les 
mieux caractérisés. Cela servira également d'introduction aux 
fonctions dynamiques des protéines, considérées alors comme des 
machines moléculaires, 


a. Le système GroËL/ES forme une vaste cavité dans 

laquelle se replie le substrat protéique 

On connaît deux familles de chaperonines qui agissent de 
concert : (1) Les protéines Hsp60 (GroEL chez £. coli et Cpn60 
dans les chloroplastes), qui sont constituées (une découverte faite 
par microscopie électronique) de 14 sous-unités identiques de 
60 kD disposées en deux anneaux accolés de 7 sous-unités cha- 
cun (Fig. 9-16); et (2) les protéines Hsp10 (GroËS chez £. coli 
et Cpn10 dans les chloroplastes), qui forment de simples anneaux 


FIGURE 9-16 Image 3D d'après une micrographie électronique de la 
chaperonine Hsp60 de la bactérie photosynthétique Rhodobacter 
sphaeroides. Hsp60 est constituée de 14 sous-unités identiques de 60 KD 
environ, disposées selon deux anneaux accolés de 7 sous-unités, chacun 
entourant une cavité centrale. L'image de Hsp6i), représentée avec l'axe 
d'ordre 7 dirigé vers l'observateur, révèle que chaque sous-unité est 
constituée de deux domaines principaux, l'un en contact avec l'anneau 
heptamérique opposé, l'autre au bout de la molécule protéique cylin- 
drique, On pense que la densité sphérique qui occupe La cavité centrale 
de la protéine correspond à un polypeptide lié, La cavité fournit proba- 
blement un microenvironnement protégé dans lequel un polypeptide peut 
se replier progressivement. [Avec la permission de Helen Saibil et Steve 
Wood. Birkbeck College. Londres. U. K1 
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FIGURE 9-17 Structure par rayons X de GroEL. (a) Vue latérale per- 
pendiculaire à l'axe d'ordre 7 dans laquelle les sept sous-unités iden- 
tiques de l'anneau inférieur sont couleur or et celles de l'anneau supé- 
rieur argent, sauf les deux sous-unités les plus proches de l'observateur, 
dont les domaines équatorial, intermédiaire et apical sont respectivement 
en bleu, vert, et rouge pour la sous-unité de droite, et bleu-vert, jaune et 
magenta pour la sous-unité de gauche, Les deux anneaux du complexe 


heptamériques de protéines identiques de -10 kD. Ces protéines, 
qui sont requises pour la survie de Æ. coli dans toutes les condi- 
tions testées, facilitent le repliement, dans leur conformation 
native, des protéines mal enroulées. 

La structure par rayons X de GroEL (Fig. 9-17), déterminée par 
Arthur Horwich et Paul Sigler, montre, comme on s'y attendait, 
que les 14 sous-unités identiques (547 résidus chacune) de GroEL 
s'associent pour former un cylindre creux, poreux, à parois 
épaisses. Ce cylindre est constitué de deux anneaux de symétrie 
d'ordre 7 faits de sous-unités empilées dos à dos avec une symé- 
trie d'ordre 2 pour donner un complexe de symétrie D, (Section 8- 
5B). Chaque sous-unité GroEL comprend trois domaines : un vaste 
domaine équatorial (résidus 1-13$ et 410-547) qui forme la « cein- 
ture » de la protéine et maintient ensemble ses sous-unités par le 
biais d'interactions au sein des anneaux et entre ceux-ci, un 
domaine apical de structure lâche (résidus 191-376) qui forme les 
extrémités ouvertes du cylindre GroËL, et un petit domaine inter- 
médiaire (résidus 136- 190 et 377-409) qui relie le domaine équa- 
torial et le domaine apical. La structure la rayons X suggère que 
GroËL entoure un canal central de -45 À de diamètre qui traverse 
le complexe sur toute sa longueur. Comme nous le verrons, ce 
canal participe à la formation des chambres dans lesquelles les 
protéines partiellement repliées poursuivent ce processus pour 
atteindre leur état natif. Cependant, comme le montrent la micro- 
scopie électronique et la diffraction des neutrons, ce canal est 
fermé dans la région équatoriale, ce qui empêche le passage des 
protéines entre les deux anneaux GroËL. Il semble que cet obstacle 
soit dû à la présence des 5 résidus N-terminaux et des 22 résidus 


(b) 


sont réunis par des imeractions de leurs chaînes latérales qui ne sont pas 
représentées. (b) Vue d'en haut dans l'axe d'ordre 7 qui ne montre que 
l'anneau supérieur, pour plus de clarté. Noter le vaste canal central qui 
semble parcourir toute la longueur de la protéine. [D'après une structure 
par rayons X due à Axel Brünger, Arthur Horwich, et Paul Sigler, Yale 
University. PDBid IOEL.] 


C-terminaux de chaque sous-unité, lesquels ne sont pas visibles 
dans la structure par rayons X et sont donc sans doute désorgani- 
sés. 
La structure par rayons X de GroËL où chaque sous-unité lie 
l'ATPYS (un analogue peu hydrolysable de l'ATP dans lequel S 
remplace un des atomes O substituants de Py) 


1 + fl 
LS DuS DE Mu le) 
07 07 07 H 
H H 
OH OH 
ATPYS 


montre que l’ATP se lie dans le domaine équatorial à une poche 
qui donne dans le canal central. Les résidus formant cette poche 
sont très conservés chez les chaperonines. Les seules différences 
significatives entre les structures de GroEL et de GroEL-ATPyS 
sont de faibles mouvements des résidus dans le voisinage de la 
poche à ATP. 

La structure par rayons X de GroËS (Fig, 9-18), déterminée par 
Lila Gierasch et Johann Deisenhofer, montre que les 7 sous-unités 
identiques (97 résidus) de cette protéine forment une structure en 
dôme avec une symétrie C;. Chaque sous-unité GroES constitue 
un tonneau B antiparallèle irrégulier duquel se proiettent deux 


FIGURE 9-18 Structure par rayons X de GroES vue dans son axe 
d'ordre 7. On peut voir (à gauche) la boucle mobile de l'une des sept 
sous-unités identiques de la protéine. Les segments du polypeptide qui 
bordent la boucle mobile sont en jaune, [Avec la permission de Johann 
Diesenhofer, University of Texas Southwest Medical Center, Dallas.] 


épingles à cheveux B. Une de celles-ci (résidus 47-55) s'étend du 
sommet du tonneau vers l'axe d'ordre 7 de la protéine où elle inter- 
agit avec les autres épingles à cheveux B du même type pour for- 
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mer la coupole du dôme. La deuxième épingle à cheveux (résidus 
16-33), située au côté opposé du tonneau, s'écante du bord exté- 
rieur du bas du dôme. On n'observe un telle boucle mobile que 
dans une seule des 7 sous-unités GroES ; cette boucle est appa- 
remment désorganisée dans les autres sous-unités, et ceci est en 
accord avec les données de RMN sur GroËS (non liée) en solution. 
La surface interne du dôme GroËsS est recouverte de résidus hydro- 
philes. 

D'après les études par microscopie électronique et diffraction 
de neutrons, les protéines partiellement dépliées s'introduisent 
dans l'ouverture du tonneau GroËL un peu comme un bouchon 
dans une bouteille de champagne (Fig. 9-16), Les mutations qui 
empêchent la liaison des polypeptides à GroËL sont toutes situées 
dans un segment de structure mal définie (et donc sans doute 
flexible) au sommet du domaine apical. Dans la structure de 
GroEL non liée, ce segment fait face au canal central. Si l’on rem- 
place par Glu ou Ser n'importe lequel des huit résidus hydro- 
phobes très conservés dans cette région, GroËL ne peut plus lier 
de polypeptides. Il semble donc bien que ces résidus constituent le 
site de liaison des polypeptides non natifs. Ces mêmes mutations 
abolissent également la liaison de GroEs. 

La structure par rayons X du complexe GroEL-GroES-{ADP), 
(Fig. 9-19), que l'on doit également à Horwich et Sigler, donne des 
informations importantes sur la manière dont cette chaperonine 
exerce sa fonction. Au sein de ce complexe, un heptamère GroES 
et les 7 ADP se lient au même anneau GroËL (appelé cis ; l'autre 
anneau GroËL du côté opposé est appelé trans), de sorte que 
GroËS vient fermer l'anneau cis de GroËL comme un couvercle 
sur un pot, ce qui donne un complexe de symétrie €, en forme de 
balle de fusil, Les conformations des sous-unités de l'anneau trans 


FIGURE 9-19 Structure par rayons X du complexe 
GroËL-GroES-{ADP},. (a) Représentation en modèle plein d'une vue 
perpendiculaire à l'axe d'ordre 7 du complexe, avec l'anneau GroES cou- 
leur or, l'anneau cis de GroËL en vent, et l'anneau trans de GroËL en 
rouge, Les dimensions du complexe sont indiquées, Noter les conforma- 
tions différentes des deux anneaux de GroËlL. 1h) Comme dans la Partie 


a mais vue dans le sens de l'axe. {c) Squelette des C,, du complexe vu 
comme dans la Partie a mais coupé dans le plan contenant l'axe 

d'ordre 7 du complexe. Les ADP liés à l'anneau cis de GroËL sont mon- 
trés en modèle plein. Noter que la cavité formée par l'anneau cis et 
GroES est beaucoup plus grande que celle de l'anneau trans, [Avec la 
permission de Paul Sieler. Yale University. PDBid 1 AON | 
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(a) 


ressemblent fort à celles que l'on observe dans la structure de 
GroEL seule, Au contraire, les domaines apicaux et intermédiaires 
de l'anneau cis ont subi, au sein du complexe, d'importants dépla- 
cements en bloc par rapport à leur position dans la structure de 
GroEL isolée (Fig. 9-20). Ceci élargit et allonge la cavité cis dont 
le volume fait plus que doubler (de 85 000 à 175 000 À‘; Fig. 9- 
19c), lui permettant ainsi d'enfermer un substrat protéique partiel- 
lement replié d'au moins 70 kD. Ces mouvements en bloc sont 
concertés. En effet, ils surviennent simultanément dans les 7 sous- 
unités d'un anneau GroËL, vraisemblablement parce que si une 
sous-unité GroËL ne subissait pas ces déplacements conforma- 
tionnels, elle empécherait mécaniquement les sous-unités adja- 
centes de faire de même. 


Lorsque le complexe GroEL-GroES-{ADP), se forme, l'ADP 
est enfoui dans la protéine par l'effondrement du domaine inter- 
médiaire sur le domaine équatorial (Fig. 9-20b). Ce mouvement 
active la fonction ATPase de GroËL en déplaçant la chaîne latérale 
de son Asp 398 (essentiel à la catalyse) qui se projette à partir de 
l'hélice L du domaine équatorial, vers sa position de catalyse au 
voisinage du groupement phosphate f de l'ADP. Les études de 
Horwich et Helen Saibil par microscopie électronique à une réso- 


lution de 10 À montrent que GroËL subit des mouvements simi- 
lafans Lrserm'all. 1, 1° ATD 


FIGURE 9-20 Déplacements des domaines dans GroEL, (a) Dia- 
gramme en ruban d’une sous-unité de GroËL au sein de la structure par 
rayons X de GroËL isolée. Ses domaines équatorial, intermédiaire et api- 
cal sont respectivement en bleu, en vert, et en rouge. À gauche, représen- 
tation de GroEL en modèle plein avec la sous-unité dans une orientation 
identique et colorée de même. Les domaines pivotent autour des points 
indiqués par les cercles et les flèches. {b) Une sous-unité de GroEL au 
sein de la structure par rayons X du complexe GroEL-GroES-{ADP}, 
représentée comme dans la Partie 4. En jaune, on voit l'ADP, représenté 
en modèle plein, lié dans une poche au sommet du domaine équatorial. 
{c) Schéma des changements de conformation de GroËL lorsqu'elle lie 
GroES. Ses domaines équatoriaux (E), intermédiaires (1) et apicaux (A) 
sont colorés comme dans la Partie a et GroËS est en jaune. Les flèches 
indiquent l'amplitude des déplacements des domaines dans l'anneau cis 
de GroEL. [Avec la permission de Arthur Horwich, Yale University, pour 
les Parties a et b; Partie c d’après Richardson, A., Landry, S.J., et Geor- 
gopoulos, C., Trends Biochem. Sci, 23, 138 (1998).] 


{c) 
60° 
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On pense que les résidus hydrophobes qui recouvrent la surface 
interne du domaine apical de l'anneau trans se lient aux groupe- 
ments hydrophobes mal exposés du substrat protéique. En effet, 
une structure par rayons X du domaine apical de GroEËL associé à 
un peptide de 12 résidus de haute affinité pour GroEL révèle que ce 
peptide se lie à ces groupements hydrophobes (Fig. 9-21), Cepen- 
dant, dans l'anneau cis du complexe GroEL-GroES-(ADP),, ces 
groupements hydrophobes participent, soit à la liaison de GroES 
par le biais de ses boucles flexibles, soit à la stabilisation de l'inter- 
face néo-formée entre les domaines apicaux après leur rotation et 
leur élévation. Par conséquent, ces groupements hydrophobes ne 
sont plus exposés à la surface interne de la cavité cis (Fig. 9-22), ce 
qui prive un substrat protéique de ses sites de liaison. 


b. GroEL/ES subit des modifications conformationnelles 
coordonnés qui sont réglées par la liaison et l'hydrolyse 
de l'ATP 
La liaison de l'ATP et de GroËS à l'anneau cis de GroEËL 

inhibe fortement leur liaison à l'anneau trans. D'après la structure 

par rayons X du complexe GroËL-GroES-{ADP},, ceci résulte de 
petits déplacements conformationnels concertés dans les domaines 
équatoriaux de GroEL qui semblent empêcher l'anneau trans 


d'adnntas le Annfrematinn de l'onnanss «in ('anendsns ss Ets ss 


FIGURE 9-21 Domaine apical de GroËL. liée à un polypeptide de 
haute affinité comprenant 12 résidus (SWMTTPWGFLHP), Pour 
obtenir ce dessin, les atomes C,, du domaine apical dans la structure par 
rayons X du complexe ont été superposés à ceux des domaines apicaux 
dans ln structure par rayons X de GroËL isolée (Fig. 9-17), Chacune des 
sous-unités apicales est représentée par un ruban dans lequel les deux 
hélices impliquées dans la liaison du polypeptide (hélices H et 1 dans la 
Pig. 9-20) sont en rouge et le reste de la sous-unité est en vert, Les 
polypeptides, en rouge, sont représentés en modèle plein, en rouge. [Avec 
ln permission de Lingling Chen, Yale University, PDBid 1DKD.] 
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l'anneau cis a hydrolysé l’ATP qui lui est lié (ce qu'il doit faire dès 
que ses sites de liaison des nucléotides se referment et que se for- 
ment ses sites d'activité ATPase), l'anneau trans peut lier l'ATP, et 
les déplacements conformationnels qui en résultent libèrent GroES 
de l'anneau cis. Ceci explique pourquoi une forme mutante de 
GroËL qui n'a plus qu'un anneau peut encore lier un substrat pro- 
téique et GroËS, mais ne peut les relarguer après avoir hydrolysé 
son ATP. La fonction correcte de GroËL nécessite ses deux 
anneaux, même si leurs cavités centrales ne communiquent pas 
Le mutant de GroEL D398A (où Asp 398 a été remplacé par 
Ala) lie l'ATP mais ne peut l'hydrolyser, En présence d'ATP, ce 
mutant lie bien GroËS et le substrat protéique, Cependant, il ne 
libère ni GroËS ni la protéine lorsque l'anneau trans est exposé 
à l'ATP, comme c'est le cas quand l'anneau cis peut hydrolyser 
l'ATP. De tout évidence, le goupement phosphate y de l'ATP 
fournit de puissants contacts qui stabilisent l'interaction 
GroËL-GroËs, Lors de l'hydrolyse de l'ATP dans l'anneau cis, 
ce goupement phosphate est libéré et ces interactions sont rom- 
pues. 


c. L'hydrolyse de l'ATP dans l'anneau cis doit précéder la 
liaison du substrat protéique et de GroËS à l'anneau 
trans 
D'après l'exposé ci-dessus, ce qui se passe dans les anneaux 

cis et trans au sein du complexe GroËL-GroEs est coordonné par 

des changements conformationnels concertés dans un anneau qui 
influencent la conformation de l'anneau opposé. Quelle est la suite 
des événements dans l'anneau trans par rapport à ceux dans l'an- 
neau cis ? Autrement dit, à quel stade du cycle de repliement dans 


(a) 


FIGURE 9-22 Déplacements des hélices de GroEL qui lient des poly- 
peptides. (41 Dessin en modèle plein de GroËEL selon la structure qu'elle 
adopte lorsqu'elle est isolée et (bj au sein du complexe 
ChoËL.-GroES{ADP),. Les anneaux cis et trans de GroEL sont respecti- 
vement en blanc et en jaune et les hélices H et 1 de l'anneau cis 

(Me Mb Dh al conetituent Lac gitee cle lintenm huciennbubes desc men. 


{b) 


téines mal repliées, sont respectivement en vert et en rouge. Dès l'addi- 
tion de GroËS et d'ATP, les sites de liaison voisins dans GroËEL. s'écar- 
tent de 8 À et les sites non voisins peuvent s'écarter de 20 À. Un substrat 
protéique qui était lié à deux de ces sites sera étiré de force et donc par- 
ticllement déroulé avant sa libération avec fermeture des sites de liaison 
[Aves La mermiceion de Walter Enolander Tlnivercitu nf Pennevlvanin 1 
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l'anneau cis le substrat protéique et GroËS se lient-ils à l'anneau 
trans ? Horwich a répondu à cette question en utilisant des tech- 
niques de marquage par fluorescence. Le mutant D398A de GroEL 
fut mis en présence d'ADP et de GroËS pour former le complexe 
stable [D398A GroËEL-GroES-{ADP),], puis mélangé à un sub- 
Strat protéique dans lequel un groupement fluorescent avait été lié 
de façon covalente. Après chromatographie par filtration sur gel 
(Section 6-3B), le marqueur migrait avec GroEL, montrant ainsi 
que le substrat protéique s'était lié à l'anneau trans du complexe. 
Cependant, en formant le complexe initial avec de l'ATP 
(que D398A GroËL ne peut hydrolyser) le substrat protéique 
ne s'associait pas à GroËEL. De même, GroËS marqué par fluo- 
rescence s'associait bien en présence d'ATP à D398A 
GroEL-GroES-(ADP},  préformé, mais pas a D398A 
GroËEL-GroES-(ATP), préformé. {{ est clair que l'anneau cis du 
complexe GroËL-GroËsS doit hydrolyser l'ATP qui lui est lié avant 
que l'anneau trans ne puisse lier le substrat protéique ou GroËS 
+ ATP. 


d. Le système GroËL/ES fonctionne comme un moteur à 
deux temps 


Toutes les observations qui précèdent indiquent comment fonc- 
tionne le système GroEL/GroËs (Fig. 9-23): 


L. Un anneau GroEL qui lie 7 ATP et un substrat protéique mal 
replié via les régions hydrophobes de ses domaines apicaux 
(Fig. 9-23, en haut à gauche) se lie à GroËS. Ceci induit un chan- 
gement conformationnel dans l'anneau GroEËL devenu cis, ce qui 
libère le substrat protéique dans la cavité agrandie et fermée qui en 
résulte, où ce substrat commence à se replier. La cavité, à présent 
tapissée uniquement de groupements hydrophiles, (dite cage 
d'Anfinsen), fournit au substrat protéique un microenvironnement 
isolé qui l'empêche de s'agréger non spécifiquement avec d'autres 
protéines déroulées. 

2. Dans les 13 s environ (le temps qu'il faut au substrat pro- 
téique pour se replier), l'anneau cis catalyse l'hydrolyse de ses 
7 ATP en ADP + P, (où P,symbolise le phosphate inorganique) et 
le P,est libéré. L'absence du groupement phosphate y de l'ATP 
affaiblit les interactions qui unissent GroES à GroEL. 

3. Une deuxième molécule de substrat protéique, puis 7 ATP, 
se lient à l'anneau trans. 


4. La liaison du substrat protéique et de l’ATP à l'anneau trans 
provoque la libération de GroËsS liée à l'anneau cis, ainsi que des 
7 ADP et du substrat protéique mieux replié. Seuls l’ATP et le sub- 
Strat protéique restent ainsi liés à l'ancien anneau trans de GroEËL, 
qui devient anneau cis en liant GroËS lorsque le complexe par- 
court à nouveau le cycle à partir de l'étape 1. 
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FIGURE 9-23 Cycle des réactions 
du système chaperon GroEL/ES 
dans le repliement de protéines. 
Les explications sont données dans le 


toute 


Ainsi, le système GroEL/ES consomme 7 ATP à chaque cycle 
de repliement. Si le substrat protéique libéré n'a pas encore adopté 
son état natif ou ne peut l'atteindre, il peut se lier à nouveau à 
GroËL (voir ci-dessous), Dans le substrat protéique qui a atteint 
son état natif, les groupements hydrophobes ne sont plus exposés 
à la surface ; il ne peut donc plus se lier à GroEL. 


8. GroËEL’ES déplie partiellement son substrat protéique 
et le libère après chaque cycle de renouvellement d’'ATP 
Comment le cycle qui vient d'être décrit peut-il promouvoir le 

repliement correct d’une protéine mal repliée ? Les deux modèles 

les plus populaires, et non mutuellement exclusifs, sont les sui- 
vants : 


L La cage d'Anfinsen, modèle dans lequel le complexe 
GroEËL/ES fournit au substrat protéique un microenvironnement 
protecteur dans lequel il peut se replier pour atteindre sa confor- 
mation native sans agrégation non spécifique avec d'autres pro- 
téines mal enroulées, 

2. Le modèle de repliement itératif, Ici, le déroulement, 
assuré par l'énergie de l'ATP, d'un substrat protéique mal replié 
et piégé dans cette conformation, suivi par sa libération, lui 
permet de reprendre son processus de repliement vers l'état natif, 
Dans le système GroEL/ES ceci semble impliquer la liaison de 
la protéine mal repliée aux régions hydrophobes de deux ou plus 
des sept domaines apicaux de GroËL, suivie par l'étirement et 
la libération finale de la protéine dès lors que la conformation 
de GroEL est modifiée par la liaison de l’ATP et de GroES 
[Noter que ces régions sont plus écartées dans le complexe 
GroEL-GroES-(ADP}, que dans GroEËL isolée ; Fig. 9-22]. Selon 
la théorie du paysage (Section 9-1C), cet étirement expulse le 
substrat protéique (augmente son énergie libre) d'un minimum 
d'énergie local dans lequel il était piégé (Fig. 9-11d), ce qui lui 
permet de poursuivre (mais pas nécessairement de terminer) son 
voyage conformationnel vers le bas de l'entonnoir de repliement 
en direction de son minimum d'énergie globale, c'est-à-dire son 
état natif. 

George Lorimer et Englander ont recouru à des études par 
échange d'hydrogène (Section 9-1C) pour trancher entre ces deux 
modèles, Ils ont étudié le repliement, induit par GroËL/ES, de 
l'enzvme  ribulose-1,5-bisphosphate  carboxylase-oxygénase 
(RuBisCO: Sections 24-3A et 24-3C), où les protons échan- 
geables avaient été remplacés par du tritium (*H ; un isotope radio- 
actif de 'H). En absence du système GroEL/ES et dans des condi- 
tions telles que la RuBisCO déroulée s’agrège au lieu de se replier 
spontanément en son état natif, la RuBisCo échange rapidement 
(dans les’ 2 min) tous ses atomes de *H échangeables, sauf 12, avec 
des protons d'eau non marquée, comme le montrent les comptages 
de radioactivité (courbe en noir dans la Fig. 9-24), Les douze 
hydrogères hautement protégés s'échangent avec des demi-vies de 
30 min ou plus, ce qui indique qu'ils sont situés sur des groupe- 
ments amide du squelette unis par liaisons hydrogène, et non sur 
des chaînes latérales (pour rappel, les atomes d'hydrogène échan- 
geables impliqués dans des liasons hydrogène ne s'échangent pas 
avec le solvant). 

La vitesse d'échange des hydrogènes protégés est la même en 
présence de GroËL seule qu'en solution. Elle n'est pas non plus 
influencée par l'addition de GroEL + GroËS, GroËL + ADP, ou 
CroFl 24 ATP Cependant l'incuhation de la RukRie(O avec 
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FIGURE 9-24 Vitesse de l'échange hydrogène-tritium dans la 
RuBisCO tritiée, Au temps 0 une solution de RuBisCO contenant une 
concentration dénaturante d'urée est diluée dans des conditions (pH 8, 
22 °C) qui stabilisent l’état natif de la RuBisCO, mais qui l'empêchent de 
se replier sans l’aide d'un chaperon. La courbe en noir indique la vitesse 
mesurée de l'échange d'hydrogène en absence d'un ou de tous les com- 
posants du système GroEL/GroES/ATP. Après 10 min (lorsque tous les 
atomes de tritium, sauf 12, de chaque molécule de RuBisCO ont été 
échangés), on ajoute à la solution de la GroËS, de l'ATP et une quantité 
limitante de GroEL (GroEL : GroES : RuBisCO = 0,05 : 1,2: 1,0). La 
courbe en rouge donne la vitesse d'échange de l'hydrogène si la 
RuBisCO n'est libérée du complexe que lorsqu'elle atteint son état natif 
après une moyenne de 24 cycles du système GroËL/GroËS (en comptant 
13 s par cycle), même si elle perd tous ses atomes de tritium protégés, 
sauf 2,5, lors du premier cycle. La courbe en vert donne la vitesse 
d'échange si chaque molécule de RuBisCO perd tous ses atomes de tri- 
tium protégés, sauf 2,5, lors du premier cycle, puis est éjectée dans la 
solution avant son repliement complet, de sorte qu'elle doit entrer en 
compétition avec d’autres molécules de RuBisCO non repliées pour se 
lier de nouveau à GroEL, On voit que la courbe en vert correspond à La 
vitesse effectivement mesurée (points noirs). [D'après Shtilerman, M., 
Lorimer, G.H., et Englander, S.W.. Science 284, 824 (1999).] 


GroËL + GroES + ATP provoque l'échange rapide de tous les 
hydrogènes protégés, sauf 2,5. De plus, si l’on remplace dans cette 
expérience l'ATP par son analogue non hydrolysable, l'adénosine 


(a) [0 A 
-0-P-NH—P—0—P-0—CH, O 
0- à Le H H 
H H 
OH OH 


Adénosine-5'-(B, y-imido)triphosphate 
(ADPNP) 


on observe l'échange quasi instantané des hydrogènes protégés. Il 


est clair que la formation du complexe GroËL-GroES-ATP 
déroule partiellement la RuBie(CO (Fie 0-25) 
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FIGURE 9-25 Schéma du mécanisme d'échange d'hydrogène induit 
par étirement dans le système GroEL/ES. Dans GroËL isolée (ex 
haut}, ua substrat protéique partiellement replié est arrimé entre les sites 
de liaison de deux des domaines apicaux de GroËL. Les éléments de 
structure secondaire (ici un feuillet B) du substrat protéique, associés par 
liaisons hydrogène, empêchent les atomes d'hydrogène marqués (T) des 
groupements amide de s'échanger avec le solvant. Lors de la formation 
du complexe GroËL-GroËS (en bas), les domaines apicaux de l'anneau 
cis de GroËL s’écartent, ce qui étire, et donc déplie, le substrat protéique. 
Les liaisons hydrogène formées par les hydrogènes des groupements 
amide sont rompues et ces atomes d'hydrogène s’échangent alors rapide- 
ment avec ceux (H) du solvant, [D'après Shtilerman, M., Lorimer, G.H., 
et Englander, S.W.. Science 284, 823 (1999).] 


Afin de déterminer si RuBisCO est libérée de GroEL après 
chaque cycle, comme l'indique la Fig. 9-23, ou lui reste associée 
jusqu'à l'obtention de l'état natif (ce qui demande en moyenne 
24 cycles), des expériences d'échange ont été réalisées avec une 
quantité limitante de GroEL (le rapport molaire de GroEL: 
GroES : RuBisCO était de 0,05:1,2:1,0). On constate que la perte 
de tritium déclenchée par l'addition d'ATP prend 10 min parce 
qu'il faut de nombreux cycles de chaque complexe GroEËL/ES pour 
traiter l'excès de RuBisCO (13 s par cycle). Cependant, la vitesse 
de perte du tritium est en accord avec le modèle selon lequel 
GroEL libère la RuBisCO à la fin de chaque cycle (courbe en vert 
dans la Fig. 9-24), mais pas avec le modèle où la RuBisCO reste 
liée à GroËL jusqu'à l'obtention de l'état natif (courbe en rouge 
dans la Fig. 9-24), On obtient des résultats similaires avec des 
quantités limitantes de GroËS plutôt que de GroEL (GroEL: 
GroES : RuBisCO = 1,2:0,04:1,0). Il semble donc que GroËL/ES 
libère à la fin de chaque cycle le polypeptide qui lui est associé, 
que celui-ci ait atteint ou non son état natif, On pourrait penser 
qu'hydrolyser 168 ATP (la moyenne des 24 cycles) pour replier 
correctement la RuBisCO est un gaspillage. C'est en fait peu, en 
regard des -2000 ATP dépensés par les ribosomes pour synthéti- 
ser les -500 résidus de la RuBisCO à partir des acides aminés qui 
la constituent (4 ATP par résidu; Sections 32-2C et 3D), sans 
compter les nombreux ATP requis pour synthétiser ces acides ami- 
nés (Section 26-5). 


f. Le repliement dans la cage GroEL/ES est nettement 
plus rapide qu’en solution 
En dépit de ce qui précède, Ulrich Hartl et Manajit Hayer-Hartl 
ont montré que les protéines se replient bien plus vite dans la cage 
GroEL/ES que lorsqu'elles sont libres en solution. Pour ce faire, 
ils ont remplacé par mutagenèse dirigée les trois résidus Cys de 
GroËL par Ala, et Asn 229, qui est localisée à l'entrée du cylindre 


GroËL, par Cys. Cette chaîne latérale Cys a ensuite été attachée 
par liaison covalente à la biotine (une substance qui participe nor- 
malement aux réactions enzymatiques de carboxylation ; Section 
21-IA). La GroEL biotinylée était parfaitement capable d'assurer 
le repliement de la RuBisCO. La streptavidine, une protéine qui 
se lie rapidement et avec une très haute affinité à la biotine, fut 
ajoutée au système à des moments différents du cycle de replie- 
ment. Dans ce cas, comme le montre la microscopie électronique, 
la streptavidine obstrue complètement l'ouverture du cylindre 
GroËEL et empêche donc la RuBisCO libérée du système 
GroËL/ES de s'y lier à nouveau. Dans des conditions qui empé- 
chent le repliement spontané de la RuBisCO en son état natif, l'ad- 
dition de streptavidine au système RuBisCO-GroËL/ES inhibe la 
poursuite du repliement de la RuBisCO, comme en témoigne le 
niveau d'activité enzymatique de la RuBisCO. De plus, lorsque 
l'on permet à la RuBisCO de se replier spontanément, mais moins 
vite qu'avec le système GroEL/ES, l'addition de streptavidine au 
système RuBisCO-GroËL/ES ramène immédiatement la vitesse 
de repliement de la RuBisCO à celle, plus lente, du repliement 
spontané, On conclut de ces résultats que le confinement d'au 
moins certaines protéines déroulées aux étroits espaces hydro- 
philes d'une cage GroEL/ES semble accélérer leur repliement, 
peut-être en aplanissant le relief énergétique de leur entonnoir de 
repliement (Section 9-1C). 


g. {n vivo, GroEËL/ES interagit avec environ 300 protéines 
de E. coli 


In vivo, le système GroEL/ES n'interagit qu'avec certaines pro- 
téines de E. coli, Quelles sont leurs caractéristiques ? Pour identi- 
fier ces protéines, Hartl a ajouté à une culture £. coli de la 
[FSSIméthionine (%S est un isotope radioactif de S) pendant les 
15 s qu'il faut aux ribosomes pour synthétiser un polypeptide 
d'une longueur moyenne, puis un excès de méthionine non mar- 
quée (expérience de « pulse-chase »). Après différents laps de 
temps, les cellules ont été lysées en présence d'EDTA, qui 
séquestre le Mg?* nécessaire à l'activité ATPase de GroEL., empé- 
chant ainsi GroËL/ES de relarguer son substrat protéique. Les 
complexes GroEL-GroËS-substrat ont alors été immunoprécipi- 
tées avec des anticorps anti-GroËL et les protéines liées à GroEL 
séparées par électrophorèse sur gel 2D (Section 6-4D). L'autora- 
diographie (Section 6-4B) n'a montré que -300 protéines asso- 
ciées à GroËL sur les -2500 protéines cytoplasmiques détectables 
par cette électrophorèse. Ces protéines furent isolées et 52 d'entre 
elles identifiées par spectrométrie de masse des leurs fragments 
trypsiques (Section 7-1J),. 

Pratiquement tous les substrats protéiques de GroËL ainsi iden- 
tifiés sont des enzymes qui assurent une panoplie de fonctions 
métaboliques ou sont impliquées dans la transcription ou la tra- 
duction. Pour la plupart, leurs masses moléculaires vont de 20 à 
60 KD. Parmi celles-ci, l'analyse, par SCOP et CATH (Sec- 
tion 8-3C), des protéines de structure connue, ou dont des homo- 
logues ont une structure connue, montre qu'elles contiennent pré- 
férentiellement au moins deux domaines of qui consistent 
essentiellement en feuillets B ouverts (Section 8-3B). On s'attend 
à ce que des protéines de ce type ne se replient que lentement vers 
leur état natif, car la formation de leurs feuillets B hydrophobes 
requiert la mise en place d’un grand nombre d'interactions spéci- 
fiques à longue distance dans une orientation adéquate. De plus. de 
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telles protéines peuvent facilement se replier mal ou être bloquées 
cinétiquement, en raison d'un compactage erroné des hélices et des 
feuillets à l'intérieur d'un domaine, ou plus vraisemblablement, 
entre des domaines. Quant aux autres protéines, elles se replie- 
raient si vite dans leur état natif que leurs groupements hydro- 
phobes sont enfouis avant de pouvoir se lier à GroEL. 

Pour ln plupart des protéines associées à GroËL, le marquage 
radioactif tombe à zéro 5 min environ après une chasse par la 
méthionine non marquée, ce qui montre qu'elles restent définitive- 
ment dissociées de GroËL après avoir atteint leur état natif. Cepen- 
dant, -100 de ces protéines restent partiellement associées à 
GroËL, même après un chasse de 2 hr. De toute évidence, ces pro- 
téines s'adressent de façon répétée à GroEL pour un entretien 
confommationnel, ce qui suggère qu'elles sont de structure labile 
cUou susceptibles de s'agréger facilement. 


h. Le concept d'auto-assemblage doit prendre en compte 

les protéines auxiliaires du repliement 

Beaucoup de protéines peuvent se replier/s'assembler et 
prendre leurs conformations natives en l'absence de protéines 
auxiliaires, bien qu'avec un mauvais rendement. De plus, ces pro- 
téines auxiliaires ne sont pas des constituants des protéines natives 
dont elles facilitent le repliement/l'assemblage. Ainsi, les protéines 
auxiliaires doivent assurer le repliement/l'assemblage correct d'un 
polypepüde en une conformation/un complexe donné, uniquement 
sur base de la séquence en acides aminés du polypeptide. Néan- 
moins, l'idée selon laquelle les protéines sont des entités qui 
s'auto-assemblent doit être revue pour tenir compte de l'influence 
des protéines auxiliaires. 


3 M PRÉDICTION ET CONCEPTION DE LA 
STRUCTURE DES PROTÉINES 


Dans la mesure où la structure primaire d’une protéine spécifie sa 
Structure tridimensionnelle, on devrait pouvoir, du moins en prin- 
cipe. prévoir la structure native d'une protéine en ne connaissant 
que sa structure primaire. On pourrait y parvenir soit en utilisant 
une approche théorique fondée sur des principes physicochi- 
miques, Soit par des méthodes empiriques qui utiliseraient des 
schémas prévisionnels obtenus après analyse de structures connues 
de protéines. Les méthodes théoriques, qui essaient généralement 
de déterminer la conformation de moindre énergie d'une protéine, 
sont mathématiquement très sophistiquées, et demandent des cal- 
culs très poussés, L'énorme difficulté rencontrée pour que ces cal- 
culs soient suffisamment précis et qu'ils puissent être traités par 
ordinateur a, jusqu'aujourd'hui, limité leur succès. Cependant, 
pour savoir comment et pourquoi les protéines se replient pour 
prendre leur structures natives il faudra en dernier ressort s'ap- 
puyer sur ces méthodes théoriques. Dans cette section, nous décri- 
vons sommairement les différentes méthodes utilisées pour prédire 
les structures secondaires et tertiaires des protéines et terminons 
sur une technique apparentée dont le but est de concevoir une pro- 
téine de structure donnée. 


A. Prédiction des structures secondaires 


La manière la plus fiable de déterminer la structure secondaire 


+ À, nnrmmmasse on afamenne an anis. 


aminés avec celle d'un homologue de structure connue. En l'ab- 
sence d'une telle structure, il faudra recourir aux méthodes pré- 
dictives mentionnées plus haut, Nous exposerons ici les méthodes 
empiriques de prédiction des structures secondaires. Les méthodes 
théoriques de prédiction des structures tertiaires, traitées dans la 
section suivante, prédisent nécessairement aussi les structures 
secondaires. 


a. La méthode Chou—Fasman 

Les méthodes empiriques ont connu des succès remarquables 
dans la prévision des structures secondaires. Il est en effet assez 
facile de comprendre comment certaines séquences d'acides ami- 
nés limitent les conformations possibles d'une chaine polypepti- 
dique. Par exemple, un résidu Pro ne peut s'insérer à l'intérieur 
d'hélices « ou de feuillets B réguliers car son cycle pyrrolidine 
remplirait l'espace occupé par une partie d'un segment adjacent de 
la chaîne et parce que il ne présente pas le groupement N—H du 
squelette permettant d'établir une liaison hydrogène, Pareillement, 
des interactions d'ordre stérique entre plusieurs résidus d'acide 
aminé contigus ayant des chaînes latérales branchées sur le C, (Île 
et Thr par exemple) déstabiliseront l'hélice &. De plus, il y a des 
influences plus subtiles qui ne peuvent être décelées sans une ana- 
lyse détaillée des structures connues de protéines. Dans ce qui suit, 
nous étudierons des schémas empiriques simples pour prédire la 
position des hélices &, des feuillets B, et des coudes B (tournants 
en sens inverse) dans des protéines de séquence connue. 

Le schéma empirique de prévision de structure mis au point par 
Peter Chou et Gerald Fasman est très populaire car facile à appli- 
quer et assez fiable. Sa mise en œuvre nécessite deux définitions. 
La fréquence, f,. de l'apparition d'un résidu donné dans une 
hélice & pour une série de structures protéiques est définie par 

ny 
[9.3] 
où n,, est le nombre de résidus de l'acide aminé donné que l'on 
trouve dans des hélices & et n le nombre total de résidus de ce 
même acide aminé dans la série, La propension d'un résidu parti- 
culier d'acide aminé à se trouver dans une hélice ct est définie par : 


P,= = (9.4) 


où <f,> est la valeur moyenne de f,, pour les 20 résidus différents. 
Par conséquent, une valeur de P,, > 1 signifie qu'un résidu se trouve 
dans une hélice & avec une fréquence supérieure à la moyenne. La 
propension, Ps, d'un résidu à se trouver dans un feuillet B se définit 
de la même manière. 

Le Tableau 9-1 donne la liste des propensions & et B fondées 
sur l'analyse de 29 structures par rayons X. Selon la valeur de sa 
propension, un résidu est classé comme très favorable (4), favo- 
rable (h), peu favorable (7), indifférent (5), défavorable (b), ou très 
défavorable (B) à cette structure secondaire. Partant de ces don- 
nées, Chou et Fasman ont formulé les règles empiriques suivantes 
(la méthode Chou-Fasman) pour prédire les structures secon- 
daires des protéines : 

1. Un groupe de quatre résidus favorables à l'hélice & (4, ou 
hey Le comptant pour un demi 4) sur six résidus contigus initiera 
une hélice. Le segment hélicoïdal se propagera dans les deux 
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TABLEAU 9-1 Classification des résidus d'acide aminé 
selon leur propension pour les conformations en hélice «& ou en 
feuillet 8 


Résidue pi Classification Pr Classification 
de l’hélice pour le feuillet 
Ala 1.42 H, 0,83 ip 
Arg 0,98 ia 0,93 ip 
Asn 0,67 b, 0,89 ip 
Asp 1,01 | À 0,54 B, 
Cys 0,70 hu 1,19 hs 
Gin 1,11 h, 1,10 hs 
Glu 1,51 H, 0,37 By 
Gly 0,57 B, 0,75 be 
His 1.00 | À 0,87 hs 
Ile LOS k, 1,60 Hy 
Leu 1,21 H, 1,30 hp 
Lys 1,16 LR 0,74 LA 
Met 1,45 H, 1,05 hp 
Phe 1,13 h, 1,38 hp 
Pro 0,57 B, 0,55 By 
Ser 0,77 ia 0,75 by 
Thr 0,83 L 1,19 hs 
Trp 1,08 h, 1,37 hp 
Tr 0,69 b, 147 H; 
Val 1,06 h, 1,70 Hy 


Source : Chou, P.Y. and Fasman, G.D., Annw, Rev. Biochem. 47, 258 (1978). 


tetrapeptidique passe en dessous de 1,00. Cependant, un résidu Pro 
ne peut se trouver qu'à l'extrémité N-terminale d’une hélice «x. 

2. Un groupe de trois résidus favorables au feuillet B (#;ou 
hÿ) sur cinq résidus contigus initiera un feuillet. Le feuillet se pro- 
page dans les deux directions jusquà ce que la valeur moyenne de 
PA pour un segment tétrapeptidique passe en dessous de 1,00. 

3. Pour les régions qui contiennent des séquences favorables à 
des structures tant & que f, la zone de recouvrement sera hélicoï- 
dale si sa valeur moyenne de P,, est supérieure à sa valeur moyenne 
de P4: sinon, une conformation en feuillet se formera. 


Ces règles empiriques assez simples permettent de prévoir les 
positions de segments en hélice «& ou en feuillet B dans une pro- 
téine avec une fiabilité moyenne de l'ordre de 50%, et de 80 % 
dans les cas les plus favorables (Fig. 9-26 ; puisqu'en moyenne, les 
protéines ont environ 31 % d'hélice & et 28 % de feuillet B, des 
prévisions au hasard de ces structures secondaires seraient environ 
30 % correctes). 


b. Les coudes B sont caractérisés par une hydrophobicité 

minimum de la chaîne polypeptidique 

La méthode Chou-Fasman permet aussi de prévoir les positions 
des coudes B (tournants en sens inverse ou retours en arrière). 
Cependant, puisqu'un coude B est formé généralement de quatre 
résidus consécutifs, chacun ayant une conformation différente 
(Section 8-1D), leur algorithme de prévision est nécessairement 
plus complexe que ceux des hélices et des feuillets. 


Rose a proposé une méthode empirique plus simple pour pré- 
voir la position des coudes B. Ceux-ci se présentent presque tou- 
jours à la surface d’une protéine et définissent en partie cette sur- 
face. Le cœur d'une protéine contenant essentiellement des résidus 
hydrophobes et sa surface étant relativement hydrophile, les 
coudes B se présentent le long de la chaîne polypeptidique dans 
des positions où l’hydropathie est minimum (Tableau 8-6). En uti- 
lisant ces critères pour « découper » une chaîne polypeptidique, on 
peut déduire la position de la plupart de ses coudes B par simple 
examen (Fig. 9-26). Cette méthode prévoyant souvent la présence 
de coudes f dans les régions en hélice (les hélices forment des 
coudes sur toute leur longueur), elle ne doit être appliquée que 
pour des régions dont on prévoit qu'elles ne sont pas hélicoïdales. 


c. Base physique de la propension des hélices æ 

Pourquoi les acides aminés sont-ils si différents dans leur pro- 
pension à former des hélices? Brian Matthews a, en partie, 
répondu à cette question en faisant des analyses structurales et 
thermodynamiques sur le lysozyme T4 (Section 9-1B) dans lequel 
Ser 44, un résidu exposé au solvant qui se trouve au milieu d'une 
hélice & de 12 résidus (3,3 tours), a été remplacé, successivement 
par mutation, par l’un des 19 autres acides aminés. Les structures 
par rayons X de 13 de ces protéines mutées ont montré que, sauf 
pour Pro, les substitutions ne provoquent pas de déformation signi- 
ficative du squelette de l’hélice @ et, par conséquent, que les dif- 
férences de propensions pour former une hélice & ne s'expliquent 
pas par des problèmes de tension. Toutefois, pour 17 acides ami- 
nés (tous sauf Pro, Gly et Ala), la stabilité de l’hélice & augmente 
avec la proportion de chaîne latérale hydrophobe qui est enfouie 
(mise à l'abri du solvant) quand le résidu 44 passe d'un état en 
pleine extension à une hélice &. La faible propension de Pro pour 
l'hélice « est due à la déformation de l’hélice & en sa présence, et 
celle de Gly vient du coût entropique qui accompagne l'incorpo- 
ration, dans une conformation hélicoïdale, du résidu le plus souple 
dans sa conformation (comparer les Fig. 8-7 et 8-9) et de son 
absence de stabilisation hydrophobe. Cependant, la forte propen- 
sion de Ala pour l'hélice & est due à l'absence d'un substituant 
en y (que présentent tous les résidus sauf Gly et Ala) et donc à l’ab- 
sence de coût entropique associé à la limitation conformationnelle 
d'un tel groupement dans une hélice &, ainsi qu'à son faible apport 
de stabilisation hydrophobe, 


d. Algorithmes informatiques pour la prédiction des 
structures secondaires 


Il existe un grand nombre d'algorithmes informatiques sophis- 
tiqués pour la prédiction des structures secondaires. Comme la 
méthode Chou-Fasman, la plupart utilisent un ensemble de para- 
mètres dont les valeurs sont fondées sur l'analyse statistique d'une 
série de protéines non homologues de structure connue. En com- 
binant en une seule méthode les prédictions fournies par quatre des 
plus fiables de ces algorithmes [tous classent les structures secon- 
daires en trois catégories : hélice (H), feuillet (E) et spire (C)] et 
en appliquant la règle de la majorité simple, la précision de pré- 
diction des structures secondaires a été améliorée pour atteindre 
—76 %. Cet algorithme combinatoire, Jpred, est d'accès libre sur 
le Web à hup://www.compbio.dundee.ac.uk/-www-jpred/. Il suffit 


d'entrer la séquence du polypeptide ou un alignement de 
séauences multinles Une prédiction bhagée eur une simnle 
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FIGURE 9-26 Prédiction des structures secondaires. Prédiction des 
hélices « et des feuillets B par la méthode de Chou-Fasman et prédiction 
des coudes f par la méthode de Rose pour les 24 résidus N-terminaux de 
l'adénylate kinase. Les propensions et classifications pour l'hélice et le 
feuillet sont celles du Tableau 9-1. Les traits pleins indiquent toutes les 
séquences hexapeptidiques qui peuvent former une hélice @ (en haut) et 
toutes les séquences pentapeptidiques qui peuvent donner un feuillet B 
(en bas), comme cela est expliqué dans le texte. Les propensions 


moyennes pour l'hélice et le feuillet de chaque segment tetrapeptidique 


séquence est moins fiable que celle fondée sur un alignement de 
séquences multiples. Si l’on donne à Jpred une seule séquence, ce 
programme commencera par extraire, avec PSI-BLAST, les 
séquences homologues d'une base de données de séquences non 
redondantes et les alignera avec CLUSTAL (Section 7-4B). 


Nous avons vu qu'une structure secondaire est essentiellement 
déterminée par des séquences locales. Cependant, nous avons aussi 
vu que la structure tertiaire peut influencer la structure secondaire 
(Section 9-1B). Si les schémas sophistiqués de prédiction des 
structures secondaires ne peuvent dépasser 73% de fiabilité 
moyenne, c'est donc en partie dû à leur incapacité à prendre en 
compte les interactions tertiaires. 


B. Prédiction des structures tertiaires 


Les bases de données sur les séquences (Section 7-4A) contiennent 
celles de -300 000 polypeptides et ce nombre ne fait que croître 
en raison de la vitesse à laquelle des génomes entiers sont séquen- 
cés (Section 7-2). On ne connaît cependant les structures que d'en- 
viron 20 000 protéines (Section 8-3C). De plus, environ 40 % des 
cadres ouverts de lecture (ORF ; séquences d'acides nucléiques 
enenentihlse da nnfilar fÂne nrntéinael Aane Île oénnmac cénnanrée 


dans les régions de l'hélice et du feuillet sont données au-dessus des 
lignes en pointillés correspondantes. Sur quinze résidus, douze prennent 
la structure secondaire prévue (au milieu), ce qui, dans cet exemple, 
représente une précision de prévision de 80 %. Il est prédit que les 
coudes B se forment dans des séquences d'hydropathie minimum 
(Tableau 8-6) et non dans des régions prédites comme hélicoïdales. La 
région qui réunit ces critères présente de fait un coude B, [D'après 
Schultz. G.E. et Schirmer, R.H., Principles of Protein Structure, p. 121, 
Springer-Verlag (1979).] 


codent des protéines dont la fonction est inconnue, D'où un besoin 
pressant de pouvoir prédire la structure 3D d'une protéine sur base 
de sa séquence en acides aminés. Dans les paragraphes suivants, 
nous verrons quels progrès ont été faits pour résoudre cette ques- 
tion difficile. 

Il existe plusieurs stratégies générales pour prédire les struc- 
tures tertiaires. La plus simple et la plus fiable est la modélisation 
comparative ou modélisation par homologie. On aligne la 
séquence d'intérêt avec celle d'une protéine (ou plusieurs) homo- 
logue (s) de structure connue, et l'on corrige pour les substitutions 
en acides aminés, les insertions et les délétions, par modélisation 
et calculs de minimisation d'énergie. Dans le cas de protéines qui 
n'ont que 30 % d'identité de séquence, on peut réduire à 2,0 À la 
racine carrée moyenne de la fluctuation (root mean square devia- 
tion ; rmsd) donnée par cette méthode, entre les positions prédites 
et observées des atomes C,, correspondants de la protéine de struc- 
ture inconnue (une fois celle-ci déterminée). Cependant, pour des 
identités de séquences inférieures les rmsd diminuent rapidement 
et la précision de cette méthode s'effondre. Inversement, pour des 
polypeptides dont l'identité de séquence est >60 %, la modélisa- 
tion par homologie peut donner des rmsd de -1,0 À (précision de 
la position des atomes dans une structure par rayons X à 2,5 À de 
éentlution) 
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Il existe de nombreux exemples de protéines dont les struc- 
tures sont similaires malgré une telle divergence des séquences 
qu'elles sont apparemment très différentes. La technique de 
calcul dite de la reconnaissance du repliement ou du glisse- 
ment tente de déterminer le repliement inconnu d'une protéine 
en recherchant si sa séquence est compatible avec un membre 
d'une bibliothèque de structures protéiques connues. Pour ce 
faire, elle dispose les résidus de la protéine inconnue le long du 
squelette d'une structure protéique connue, détermine la stabilité 
des chaînes latérales de la protéine inconnue dans cette disposi- 
tion, puis fait glisser, d'un résidu à la fois, la séquence de la pro- 
téine inconnue le long de celle de la protéine connue, recom- 
mence le calcul, etc. Si le repliement «correct » peut être trouvé 
(sans garantie que celui-ci ressemble à un de ceux de la biblio- 
thèque), on peut l'améliorer en recourant à la modélisation par 
homologie. Cette méthode a donné des résultats encourageants, 
bien qu'elle ne soit pas encore considérée comme fiable. Evi- 
demment, avec l'amélioration de la capacité des algorithmes 
d'alignements de séquences (Section 7-4B) à reconnaître des 
homologues très éloignés, on pourra traiter directement par 
modélisation comparative des séquences qu'il aurait fallu étudier 
par la technique de reconnaissance du repliement. 


La structure native d'une protéine ne dépend que de sa 
séquence en acides aminés. En principe, il devrait donc être pos- 
sible de prédire la structure d'une protéine uniquement sur base de 
ses propriétés physicochimiques (comme l'hydrophobicité, la 
taille, la propension à former des liaisons hydrogène, la charge de 
chacun de ses résidus d'acide aminé, etc.). Le problème majeur de 
ces méthodes ab initio est que les chaînes polypeptidiques pré- 
sentent un nombre astronomique de conformations non natives de 
faible énergie, de sorte qu'il est actuellement très difficile, même 
avec les ordinateurs les plus rapides, de déterminer la conforma- 
tion de plus basse énergie d'un polypeptide. Ces algorithmes exi- 
geants en heures de calcul ont rencontré un certain succès dans la 
prédiction de structures simples telle qu'une hélice & isolée, Néan- 
moins, ils ont été bien moins performants pour prédire les replie- 
ments de plus longs polypeptides dont les structures furent déter- 
minées ultérieurement. (I1 reste que de grands progrès ont été 
réalisés par rapport aux méthodes ab initio d'il y a quelques 
années, qui n'étaient pas plus fiables que des conjectures). Prédire 
la structure native d'un polypeptide uniquement à partir de sa 
séquence reste donc un des objectifs les plus importants à atteindre 
pour la biochime. 


C. Conception de protéines 


Nous ne sommes pas encore en mesure de faire une prédiction 
fiable de la conformation native d'une protéine non apparentée à 
une protéine de structure connue. Cependant, des progrès considé- 
rables ont été accomplis dans la solution du problème inverse : pro- 
poser des séquences polypeptidiques qui adopteront des structures 
tertiaires données, à savoir la conception de protéines. C'est pro- 
bablement parce qu'on peut « pousser » un polypeptide à adopter 
la conformation souhaitée. Ainsi, la conception de protéines a 
fourni des informations sur le repliement et la stabilité des pro- 
téines, et elle promet de donner des protéines utiles « faites sur 
mesure ». On commence par une structure cible, telle qu'un fais- 
raau dla À hélinne at nn tantn Aa tennuer ne ecfienre d'anidlsc 


aminés susceptible de former cette structure. Le polypeptide choisi 
est alors synthétisé, et sa structure déterminée. 

Pour réussir, il faut non seulement que le pli désiré soit 
stable, mais aussi que les autres plis le soient nettement moins 
(de 15 à 40 kJ-mol! environ). Sinon, une séquence réputée la 
plus stable dans la conformation désirée peut très bien être plus 
stable dans d’autres conformations. Avant la mise en œuvre de 
ces notions de conception négative, toute protéine ainsi « fabri- 
quée » représentait en fait un ensemble de structures proches de 
l'état de globule fondu plutôt qu'une structure douée des plis 
prévus. 

Le premier succès dans la conception d’une protéine de novo, 
dû à Stephen Mayo, est la synthèse d'un motif BBa de 28 résidus 
dont le squelette devait avoir la conformation du motif en doigt à 
zinc de Zif268, une protéine de souris qui se lie à l'ADN 
(Fig. 9-27a), mais sans contenir d'ion métallique stabilisant (les 
doigts à zinc sont essentiellement stabilisés par leur liaison tétrah- 
édrique d'ions Zn* ; Section 34-3B). Ce polypeptide fut conçu par 
ordinateur. L'algorithme de sélection des chaînes latérales évaluait 
quantitativement les interactions entre les chaînes latérales, et entre 
celles-ci et le squelette, ainsi que la solvatation de la protéine. I] 
criblait toutes les séquences possibles en acides aminés et, afin de 
tenir compte de la flexibilité des chaînes latérales, considérait 
toutes les séries énergétiquement permises des angles de torsion 
pour chaque chaîne latérale (dont chacun est appelé rotamère). En 
ne permettant que des résidus hydrophobes au cœur de la protéine 
et uniquement des résidus hydrophiles à sa surface, mais en auto- 
risant des résidus des deux types entre cœur et surface, le nombre 
de séquences considérées était ramené à 1,9 x 1077, ce qui donne 
1,1 x 10%? rotamères possibles. On comprend pourquoi cette 
recherche a exigé un algorithme particulièrement efficace et un 
puissant ordinateur. 

Dans la séquence retenue, appelée FSD-1, seuls 6 résidus sur 
28 (21 %) sont identiques à ceux de Zif268, et 5 résidus (18 %) 
sont similaires. Les 8 résidus du cœur de FSD-I et de ses envi- 
rons étaient censés former un ensemble très compact où les rési- 
dus Phe remplacent les deux résidus His de Zif268 impliqués 
dans la liaison du zinc, et remplissant le vide résultant de l'ab- 
sence de l'ion Zn, FSD-1 fut synthétisé chimiquement et on 
put montrer que sa structure par RMN (Fig. 9-27b) mime assez 
fidèlement la structure prédite, avec une conformation du 
lette pratiquement superposable à celle de Zif268 (Fig. 9-27c) La 
petite taille de FSD-1 le rend à peine stable. Cependant, c'est le 
plus petit polypeptide connu capable d'adopter une structure 
unique sans l'aide de ponts disulfure, d'ions métaliques, ou 
d'autres sous-unités, ce qui démontre la puissance de l’algo- 
rithme de conception de protéines. 


4 B DYNAMIQUE DES PROTÉINES 


Le fait que les études par rayons X donnent des « instantanés » des 
protéines pourrait faire croire que les protéines ont des structures 
figées et rigides. En fait, comme cela devient de plus en plus évi- 
dent, les protéines sont des molécules souples qui oscillent en per- 
manence et dont les mouvements structuraux ont une signification 
fonctionnelle. Par exemple, les études par rayons X montrent que 
les noyaux hème de la myoglobine et de l'hémoglobine sont telle- 
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(a) 


FIGURE 9-27 Comparaison des structures de FSD-1 et du second 
motif en doigt à zinc de Zif268. {a) Structure par rayons X de Zif268 
montrant les 9 chaînes latérales constituant son cœur hydrophobe et son 
site de liaison du zine dans lequel un ion Zn°* (sphère argent) est en liai- 
son tétrahédrique (fin traits gris) avec les chaînes latérales de deux rési- 
dus His et de deux résidus Cys. (b) Structure par RMN de FSD-1 mon- 
trant les 9 chaînes latérales de son cœur hydrophobe. (c) Meilleure 
superposition des squelettes polypeptidiques de Zif268 (en rouge) et de 
FSD-1 (en bleu). [Partie a fondée sur une structure par rayons X due à 
Carl Pabo, MIT. Partie b fondée sur une structure par RMN due à Ste- 
phen Mayo, California Institute of Technology et Partie c avec la permis- 
sion de Stephen Mayo. PDBid (a) 1ZAA et (b) 1FSD.] 


qu'O, puisse s'approcher ou se dissocier de son site de liaison. 
Cependant, nous savons que la myoglobine et l'hémoglobine lient 
et libèrent facilement O,. Ces protéines doivent donc subir des 


FIGURE 9-28 Changements de conformation de la myoglobine. 
Conception artistique des mouvements « respiratoires » de la myoglobine 
qui permettent le départ de sa molécule d'O, liée (doubles sphères 
rouges). Les lignes en pointillés indiquent la trajectoire qu'une molécule 
d'O, pourrait prendre en se faufilant à travers la protéine animée de mou- 
vements rapides, avant de s'échapper, La liaison de l'O, se ferait sans 
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changements conformationnels, des mouvements respiratoires, 
qui permettent à l'oxygène d'accéder relativement facilement à 
leurs noyaux hème (Fig. 9-28). Les structures tridimensionnelles 
de la myoglobine et de l'hémoglobine favorisent par leur souplesse 
la diffusion de O, vers sa poche de liaison. 

Les mouvements intramoléculaires des protéines sont classés 
en trois grandes catégories selon leur cohérence : 


1. Fluctuations d'ordre atomique, telles que les vibrations 
de liaisons individuelles, dont les périodes vont de 10715 à 1071! s 
et les déplacements de 0,01 à 1 À. 


2. Mouvements collectifs, où les groupes d'atomes liés par 
covalence, dont la taille est comprise entre celles de chaînes laté- 
rales d'acides aminés et celles de domaines entiers, se déplacent 
comme des entités avec des périodes qui vont de 10712 à 10-?s et 
des déplacements compris entre 0,01 et >5 À. De tels mouvements 
se font plus où moins fréquemment comparés à leurs périodes 
caractéristiques. 

3. Changements conformationnels provoqués, où des 
groupes d’atomes, de tailles qui vont de la chaîne latérale à la sous- 
unité entière, se déplacent en réponse à des stimuli spécifiques tels 
que la liaison d'une petite molécule, par exemple la liaison de 
l'ATP à GroEL (Section 9-2C). Les changements de conformation 
provoaués se font durant des périodes aui vont de 10? à 10 set 
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$ (ry mi gnent de déplacements atomiques compris entre 0,5 et 
>10 

Dans cette section, nous étudierons les caractéristiques de ces 
différents mouvements et leurs significations structurales et fonc- 
tionnelles. Nous nous intéresserons surtout aux fluctuations 
d'ordre atomique et aux mouvements collectifs ; les changements 
de conformation provoqués seront vus dans des chapitres ultérieurs 
en rapport avec des protéines particulières. 


a. Les protéines ont des structures fluctuantes 

L'analyse cristallographique par rayons X est une technique 
performante pour analyser les mouvements dans les protéines ; 
elle révèle, non seulement les positions moyennes des atomes 
dans un cristal, mais aussi le carré moyen de leurs déplacements 
de ces positions. Par exemple, l'analyse par rayons X montre que 
la myoglobine a un cœur rigide qui entoure son noyau hème et 
que les régions vers la périphérie de la molécule ont un carac- 
tère plus mobile, De même, le domaine apical de GroEL et la 
boucle mobile de GroES sont tous deux très flexibles dans les 
protéines séparées, mais deviennent nettement plus rigides lors- 
qu'ils interagissent au sein du complexe GroEL-GroES-{ADP)}, 
(Fig. 9-29; Section 9-2C). En effet, comme nous le verrons, des 
parties des sites de liaison de nombreuses protéines se rigidifient 
suite à l'interaction avec leurs molécules cibles. Il est clair que 


(a) 


FIGURE 9-29 Mobilité de la sous-unité GroEL dans (a) la structure par 
rayons X de GroËL isolée et (b) celle du complexe 
GroEL-GroES-(ADP),. Le squelette polypeptidique est représenté selon 
les couleurs de l'arc-en-ciel d'après son degré de mouvements ther- 
miques, les plus faibles en bleu (froid), les plus amples en rouge (chaud). 
Les sous-unités sont orientées comme dans la Fig. 9-20, b. Noter que 


cette flexibilité initiale facilite la formation d'un complexe spé- 
cifique entre une protéine et son partenaire de liaison (voir ci- 
dessous). 

La simulation de dynamique moléculaire, une approche 
théorique introduite par Martin Karplus, a mis à jour la nature des 
mouvements des atomes dans les protéines. Pour appliquer cette 
technique, on commence par assigner aux atomes d'une protéine 
de structure connue et du solvant qui l'entoure, des mouvements 
aléatoires dont la vitesse est typique de la température choisie. 
Après une première étape d'environ 1 femtoseconde (1 fs = 10" s) 
on calcule, selon les équations de mouvement de Newton, les 
cffets globaux des différentes forces interatomiques du système 
(dues aux écartements par rapport aux longueurs idéales des liai- 
sons covalentes, des angles, et des angles de torsion, ainsi qu'aux 
intractions non covalentes) sur les vitesses de chacun de ses 
atomes. Après cette première étape, tous les atomes du système 
auront bougé (d'une distance très inférieure à la longueur d'une 
liaison) ; les forces interatomiques (leur champ de potentiel) exer- 
cées sur un atome quelconque auront également changé, On répète 


l'extrémité extérieure du domaine apical, dont la fonction est de lier le 
substrat protéique et la boucle mobile de GroËS (Section 9-2C), est plus 
mobile dans GroEL isolée (rouge et rouge-orange) que dans 
GroEL-GroES-(ADP), (orange et jaune), [D'après des structures par 
rayons X dues à Axel Brünger, Arthur Horwich et Paul Sigler, Yale Uni- 
versity. PDBid (a) IOEL et (b) LAON.] 


(a) 

FIGURE 9-30 Mouvements internes de la myoglobine déterminés par 
simulation de dynamique moléculaire. Plusieurs « instantanés» de la 
molécule calculés à des intervalles de 5 x 10°!2 s sont superposés, (a) 
Squelette des C,, et noyau hème, Le squelette est en bleu, l'hème en 
jaune, et le résidu His qui lie le Fe en orange. (b) Une hélice «. Le sque- 


le calcul correspondant à une période de temps supplémentaire, sur 
base du nouveau champ de potentiel et des nouvelles positions et 
vitesses des atomes. Ce processus est poursuivi sur des périodes 
allant jusqu’ à 100 ns pour des protéines d'environ 100 résidus (les 
nouveaux ordinateurs permettent de faire de mieux en mieux), ce 
qui donne un relevé des positions et des vitesses de tous les atomes 
du système sur la période considérée. 


Les simulations de dynamique moléculaire on montré qu'en 
fait a structure native d'une protéine consiste en une sériei de 
nombreux sous-états conformationnels qui ont des stabilités prati- 
quement identiques. Ces sous-états, qui ont chacun des arrange- 
ments atomiques légèrement différents, s'intervertissent au hasard 
à des vitesses qui augmentent avec la température, En consé- 
quence, l’intérieur d'une protéine présente généralement un carac- 
tère de type fluide | per qu des déplacements structuraux qui 
peuvent atteindre 2 À, soit un peu plus que la longueur d'une liai- 
son. 


Gregory Petsko et Dagmar Ringe ont démontré la signification 
fonctionnelle des mouvements internes dans les protéines, Des 
arguments à la fois expérimentaux et théoriques indiquent qu'en 
dessous de 220 K (-53°C) environ, les mouvements collectifs 
dans les protéines sont arrêtés, laissant les fluctuations d'ordre 
atomique comme mouvements intramoléculaires dominants. Par 
exemple, des études par rayons X ont montré qu'à 228 K, l'AR- 
Nase A à l'état de cristal lie facilement un analoeue du substrat 
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(b) 


lette est en bleu, les chaînes latérales en vert, et les liaisons hydrogène de 
l'hélice en pointillés oranges, Noter que les hélices ont tendance à se 
mouvoir de manière cohérente afin de conserver leur forme. [Avec la per- 
mission de Martin Karplus, Harvard University] 


non réactif (les cristaux de protéine ont généralement de grandes 
cavités remplies de solvant par où les petites molécules diffusent 
rapidement ; à basses températures, l'addition d'un antigel comme 
le méthanol empêche l'eau de geler). Cependant, lorsque la même 
expérience est faite à 212 K, l'analogue du substrat ne se lie pas à 
l'enzyme, même après six jours d'incubation. De même, à 228 K, 
un solvant sans substrat élimine du cristal, en quelques minutes, 
l'analogue du substrat lié, mais si on abaisse auparavant la tempé- 
rature à 212 K, l'analogue du substrat restera lié à l'enzyme cris- 
tallisée pendant au moins deux jours. Manifestement, en dessous 
de 220 K l'ARNase A adopte un état « vitrifié » qui rend l'enzyme 
trop rigide pour lier ou libérer le substrat. 


b. La mobilité du cœur de la protéine est révélée par le 
basculement des cycles aromatiques 


La vitesse à laquelle un cycle Phe ou Tyr interne subit des 
basculements de 180° autour de sa liaison C;—C, est une indi- 
cation de la rigidité du cœur de la protéine, Ceci, parce que ces 
groupements encombrants asymétriques, à l'intérieur compact et 
fermé d'une protéine, ne peuvent bouger que si les groupements 
voisins s'écartent transitoirement (noter cependant que ces cycles 
ont la forme d'une ellipsoïde aplatie plutôt que celle d'un disque 
mince), 


La spectroscopie par RMN permet de déterminer les mobili- 
tés de erounements protéiaues sur un larve éventail de nériodes 
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de temps. La meilleure façon de déduire la vitesse à laquelle un 
cycle aromatique particulier bascule est donc d'analyser son 
spectre RMN (des mouvements peu fréquents comme le bascu- 
lement de cycles aromatiques ne sont pas décelables par cristal- 
lographie par rayons X car cette technique ne révèle que la struc- 
ture moyenne d'une protéine), Des mesures par RMN montrent 
que la vitesse de basculement du cycle varie de > 10° s°! à l'im- 
mobilité «< 1 < !), d'après la protéine et la localisation du cycle 
aromatique dans la protéine. Ainsi, à 4 °C, quatre des huit cycles 
Phe et Tyr du BPTI basculent à des vitesses > 5 x 10% s°!, tandis 
que les quatre cycles restant basculent à des vitesses qui varient 
de 30 à <1 x}, Comme prévu, ces vitesses de basculement aug- 
mentent rapidement avec la température. 


c. Les mouvements peu fréquents peuvent être décelés par 
des mesures d'échange d'hydrogène 


Les changements conformationnels qui nécessitent des temps 
de plusieurs secondes peuvent être suivis chimiquement par des 
études d'échange d'hydrogène (Sections 9-IC et 9-2C). Ces 
études ont montré que les protons échangeables des protéines 
natives s’échangent à des vitesses qui vont de quelques millise- 
condes à plusieurs années (Fig. 9-31), Cependant l'intérieur des 
protéines est, comme nous l'avons vu (Section 8-3B), très peu 
en contact avec le solvant aqueux environnant : de plus. les pro- 
tons ne peuvent s'échanger avec le solvant s'ils sont engagés 
dans une liaison hydrogène, Le fait que les protons internes 
s'échangent avec le solvant doit être la conséquence de déplie- 
ments locaux transitoires (la protéine « respire »} qui. physique- 
ment et chimiquement, exposent au solvant ces protons échan- 
gcables. Ainsi. {a vitesse à laguelle un proton donné s'échange 
avec un hydrogène reflète la mobilité conformationnelle de son 
environnement. Le fait que les vitesses d'échange d'hydrogène 
des protéines diminuent à mesure que leurs températures de 
dénaturation augmentent et que ces vitesse d'échange soient sen- 
sibles aux états conformationnels de la protéine (Fig. 9-31) 
confirme cette hypothèse. 


5 M MALADIES CONFORMATIONNELLES : 
AMYLOIDES ET PRIONS 


Dans l'organisme, la plupart des protéines gardent leur conforma- 
tion native ou, en cas de dénaturation partielle, se renaturent avec 
l'aide des chaperons moléculaires (Section 9-2C) ou sont dégra- 
dées par protéolyse (Section 32-6). Cependant, il existe au moins 
18 maladies humaines, souvent fatales, qui sont associées à des 
dépôts extracellulaires de protéines normalement solubles. Ces 
protéines s'accumulent dans certains tissus sous forme d'agrégats 
insolubles connus sous le nom d'amyloïde (car ces dépôts avaient 
été erronément pris pour de l'amidon). Ces maladies comprennent 
la maladie d'Alzheimer, une condition neurodégénérative qui 
frappe surtout les personnes âgées : les encéphalopathies spongi- 
formes transmissibles (TSE), une famille de maladies infec- 
tieuses neurodégénératives qui se transmettent de manière tout à 
fait inhabituelle : et les amyloïdoses, qui regroupent des maladies 
causées par le dépôt d'une protéine souvent mutée dans des 
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FIGURE 9-31 Courbe d'échange extramoléculaire hydrogène-tri- 
tium de l'hémoglobine préalablement équilibrée avec de l'eau tri- 
tiée. En ordonnées. est porté le rapport du nombre de protons échan- 
geubles par nombre d'atomes de fer du noyau hème. L'échange est 
initié en remplaçam l'eau tritiée, solvant de la protéine. par de l'eau 
non tritiée en utilisant la technique de filtration sur gel rapide (Section 
6-3B). Au fur et à mesure que l'échange se réalise, des séparations 
supplémentaires par filtration sur gel sont effectuées et la quantité de 
tritium restant liée à la protéine est déterminée. À la flèche, O, est 
ajouté à la désoxyhémoglobine (hémoglobine sans O, lié) en cours 
d'échange. Les pentes changeantes de ces courbes indiquent que les 
vitesses d'échange d'hydrogène des 80 protons (environ) échangeables 
de chaque sous-unité d'hémoglobine varient de facteurs de plusieurs 
dizaines et que la liaison de O, augmente les vitesses d'échange pour 
environ 10 de ces protons (les variations de structure de l'hémoglobine 
induites par la fixation de l'oxygène seront étudiées dans la Section 
10-2), [D'après Englander, S.W. and Mauel, C., J. Biol. Chem. 247, 
2389 (1972).] 


loïde interfèrent avec les fonctions normales des cellules, ce qui 
peut causer leur mort et la défaillance de l'organe atteint, 

Les différents types de protéines amyloïdogènes ne sont pas 
apparentés et leurs structures natives adoptent des repliements 
très différents. Cependant, les structures centrales de leurs formes 
amyloïdes présentent des similitudes remarquables : chacune est 
constituée d'un réseau de fibrilles amyloïdes d'environ 10 nm 
de diamètre (Fig. 9-32a) dans lesquelles, comme le révèlent les 
méthodes par diffraction des rayons infrarouges ou X, les pro- 
téines sont essentiellement constituées de feuillets B dont les seg- 
ments B sont perpendiculaires à l'axe des fibrilles (Fig. 9-32b, 
c). Ainsi, toutes ces protéines ont deux conformations stables 
radicalement différentes, leur forme native et leur forme amy- 
loïde. 

Nous commençons cette section par discuter les amyloïdoses 
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(a) 


FIGURE 9-32 Fibrilles amyloïides. (2) Micrographie électronique de 
fibrilles amyloïdes de la protéine PrP 27-30 (Section 9-SC). On ne peut 
ici les distinguer des fibrilles amyloïdes formées par d'autres protéines. 
Les points noirs correspondent à des grains d'or colloïdal couplés à des 
anticorps anti-PrP et qui adhèrent donc à la PrP 27-30. (h) Modèle, fondé 
sur des mesures de diffraction des rayons X par les fibres, d'un protofila- 
ment de fibrilles amyloïdes vu d'équerre avec l'axe du filament (en haut) 
et vu dans l'axe du filament (en bas). Les flèches indiquent les segments 
B mais pas nécessairement leur direction. Ces segments forment quatre 
feuillets B qui sont parallèles à l'axe du filament, Dans un feuillet donné, 
les segments PB adjacents se suivent avec chaque fois une torsion d'envi- 
ron 15° par rapport à cet axe, pour former une hélice continue en feuillet 
B. (c) Un feuillet B isolé pour plus de clarté. La structure des régions en 
boucle qui réunissent les segments B est inconnue. Deux protofilaments 
s'enroulent, l'un autour de l'autre, en hélice de pas à gauche pour former 
une fibrille amyloïde, [Partie a avec la permission de Stanley Prusiner, 
University of California at San Francisco Medical Center : Parties b et « 
avec la permission de Colin Blake, Oxford University, U. K. et Louise 
Serpell, University of Cambridge, U.K.] 


zyme. Nous étudierons ensuite la maladie d'Alzheimer, puis les 
TSE et leur mode étrange de propagation. 


A. Les maladies amyloïdes 


Beaucoup de protéines amyloïdogènes sont des formes 
mutantes de protéines présentes normalement. On compte parmi 
celles-ci le lysozyme (enzyme qui hydrolyse les parois cellulaires 
bactériennes ; Section 15-2) dans l'amyloïdose viscérale fami- 
liale, la transthyrétine [Fig. 8-65; protéine du plasma sanguin 
dont la fonction est de transporter la thyroxine, hormone thyroï- 
dienne insoluble dans l'eau (Section 19-1D), ainsi que la protéine 
de liaison du rétinol (Section 8-3B)] dans la polyneuropathie 
amyloide familiale, et le fibrinogène (précurseur de la fibrine, 
qui forme les caillots sanguins ; Section 35-1 A) dans l’amyloïdose 
rénale héréditaire La nlunart de ces maladies ne deviennent 


LOST AR 1, + 
‘= LS 


iv LAS 


(b) {c) 


symptomatiques qu'entre la troisième et la septième décennie de 
la vie et progressent sur 5 à 15 ans jusqu'à entrainer le décès. 


a. Les variantes amyloïdogéniques du lysozyme ont des 

structures natives de conformation souple 

On connaît deux variantes amyloïdogéniques du lysozyme 
humain (une protéine de 130 résidus): 156T et D67H. Elles for- 
ment des fibrilles amyloïdes qui se déposent dans les organes 
internes, la mort survenant d'habitude dans la cinquième décennie. 
Les fibrilles amyloïdes sont constituées exclusivement des 
variantes du lysozyme, ce qui explique pourquoi ces mutations 
sont dominantes. Des études de la structure de ces protéines 
mutées ont permis de comprendre comment elles forment des 
fibrilles amyloïdes. 

Les structures par rayons X des deux lysozymes mutants res- 
cemhlent à celle de l'enrume non mutés Conendant Le remnlare. 
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FIGURE 9-33 Superposition de l’isozyme humain normal et de son 
mutant D67H. Le Iysozyme normal est en gris. Pour son mutant, les 
couleurs sont étagées, selon l'arc-en-ciel, du bleu à l'extrémité N-termi- 
nale au rouge, avec retour vers le bleu à l'extrémité C-terminale. Les 
flèches blanches indiquent les déplacements conformationnels des résidus 
45 à 54 et 67 à 75 du mutant D67H par rapport à ceux de la protéine non 
mutée, Les quatre ponts disulfure présents dans celle-ci et dans la pro- 
téine mutée sont en jaune. Les positions des résidus 56 et 67 sont indi- 
quées. {Avec la permission de Colin Blake, Oxford University, U. K. et 
Louise Serpell, University of Cambridge, U.K.] 


ment de Asp 67 par His interrompt un réseau de liaisons hydro- 
gène qui stabilise le domaine contenant le seul feuillet B de la 
structure (on l'appelle le domaine B). Ceci écarte, d'une distance 
qui peut atteindre 11 À, le feuillet B et une boucle contiguë 
(Fig. 9-33). Quant au remplacement de Ile 56 par Thr, bien qu'il 
ne produise que des modifications subtiles dans la structure, il insi- 
nue un résidu hydrophile dans une interface hydrophobe critique 
qui relie les deux domaines de la protéine. 

Les températures de fusion (T,,) des deux variantes sont au 
moins 10 °C inférieures à celle de l'enzyme non mutée, et les deux 
variantes finissent par perdre toute activité enzymatique à tempé- 
rature et pH physiologiques (37 °C et pH 7,4), conditions dans les- 
quelles le lysozyme non muté reste parfaitement actif, De plus, ces 
variantes s'agrègent lorsqu'on les chauffe in vitro, et différentes 
mesures physiques indiquent qu'elles forment alors des fibrilles de 
type amyloïde. Dans des expériences d'échange d'hydrogène (Sec- 
tion 9-1C), le lysozyme non muté protège fortement 55 protons 
vis-à-vis de l'échange avec D,0 , alors que dans ces mêmes condi- 
tions (37 °C et pH 5) ces protons ne sont pas protégés au sein des 
variantes amyloïdogéniques. Ceci confirme que les deux mutations 
relâchent fortement la structure tertiaire de la protéine native. Il 
semble ainsi que les formes partiellement repliées et qui ont ten- 
dance à s'agréger, sont en équilibre dynamique avec la structure 
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miquement favorable [se rappeler que le rapport entre molécules 
de protéines déroulées (U) et natives (N) dans la réaction NU 
est déterminé par l'Ég. [3.17]: [UJIN] = e"%VAT , où AGP est 
l'énergie libre du déroulement, de sorte que la proportion de U 
augmente quand AG diminue]. On a donc proposé que la forma- 
tion des fibrilles de lysozyme est déclenchée par l'association des 
domaine B de deux molécules variantes partiellement déroulées 
pour former un feuillet B plus grand. Ceci fournirait une matrice 
ou centre de nucléation pour le recrutement de chaînes polypepti- 
diques supplémentaires jusqu'à donner une fibrille, processus au 
cours duquel des hélices @ pourraient se transformer en 
segments B. Un tel processus de repliement autocatalytique serait 
un mécanisme général dans la genèse des fibrilles amyloïdes. 
Cependant, il faut plusieurs décades à de nombreuses maladies 
amyloïdes héréditaires pour devenir symptomatiques. Ceci suggère 
que l'apparition spontanée d'un noyau amyloïde est un événement 
rare, autrement dit que son énergie libre d'activation est élevée (les 
barrières d'activation et leur relation avec les vitesses de réaction 
sont discutées dans la Section 14-1C). 


B. La maladie d'Atcheimer 


La maladie d'Alzheimer (MA) est une affection neurodégénéra- 
tive qui atteint principalement les personnes âgées (-10% des 
sujets de plus de 65 ans ; 50 % au-delà de 85 ans). Elle cause une 
détérioration mentale catastrophique et conduit à la mort. La MA 
se caractérise par la présence dans le tissu cérébral d'un grand 
nombre de dépôts amyloïdes (les plaques séniles) entourés de 
neurones mourants ou morts. En outre, beaucoup de corps cellu- 
laires neuronaux contiennent des fibres anormales de 20 nm de 
diamètre connues sous le nom de dégénérescences neurofibril- 
laires [Celles-ci, sur lesquelles nous ne reviendrons pas, corres- 
pondent à une forme hyperphosphorylée de la protéine tau, qui est 
normalement associée aux microtubules (Section 1-2A)]. Les 
plaques séniles sont des dépôts de fibrilles amyloïdes constituées 
d'une protéine de 40 à 42 résidus, le peptide amyloïde B (AB). 

La séquence du gène codant l’Af, qui fut établie par génétique 
inverse (Section 7-2C) sur base de la séquence de l'AB, montre 
que cet dernier est un fragment d'une protéine transmembranaire 
appelée précurseur du peptide amyloïde (APP: les protéines 
transmembranaires sont vues à la Section 12-3A). La séquence de 
l'APP ressemble à celle d'un récepteur (Section 19-2B), mais sa 
fonction est inconnue. La production de l’'AB à partir de l’APP se 
fait en plusieurs étapes par l'action de deux enzymes protéoly- 
tiques ancrées dans la membrane, les B et y-sécrétases. 

Un point vivement discuté était de savoir si l'A est la cause de 
la MA ou n'est qu'un sous-produit du processus neurodégénératif. 
Cette question fut résolue par l'observation suivante, L'injection de 
200 pg (à peu près la quantité présente dans une plaque sénile) 
d'AB fibrillaire, mais non d’AB soluble, dans le cortex cérébral de 
singes rhésus produit, dans un rayon de 1,5 mm autour du point 
d'injection, une perte neuronale importante ainsi que des modifica- 
tions microscopiques typique de la MA. De plus, ces lésions se pro- 
duisent chez les singes âgés, mais pas chez les jeunes. De toute évi- 
dence, les agents neurotoxiques de la MA sont les fibres d'AB 
insoluble avant leur dépôt sous forme de plaque sénile. 


La relation entre âge et MA suggère que le dépôt B-amyloïde 
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la vie. De fait, on connaît plusieurs variantes rares du gène APP 
dont les mutations touchent la région Af et dont les porteurs sont 
atteints de MA dès la quarantaine. Ces mutations affectent le 
découpage protéolytique de l’APP, de telle sorte que la production 
d'AB est accrue. Un phénomène semblable est observé dans le 
syndrome de Down, qui se caractérise par une arriération mentale 
et un physique particulier (mongolisme) causés par la trisomie 
(3 copies par cellule, au lieu de 2) du chromosome 21. Ces triso- 
miques sont tous victimes de la MA avant leur quarantième année. 
La raison en est que le gène APP est situé sur le chromosome 21 
et que l'APP, et vraisemblablement l'AB, sont produits en plus 
grande quantité. 

Un deuxième gène à être impliqué dans le déclenchement pré- 
maturé de la MA est celui qui code la protéine de transport du cho- 
lestérol l'apolipoprotéine E (apoE : Section 12-5B). On trouve 
dans la population plusieurs variantes normales (allèles) du gène 
apoËE, dont l'apoE4 qui est un important facteur de risque aussi 
bien pour le développement de la MA que pour son déclenchement 
précoce. De plus, les victimes de la MA qui sont porteuses de 
l'apoE4 ont plus de plaques séniles dans le cerveau que les celles 
qui sont porteuses d’autres variantes de l’apoE. Sur base de ces 
observations, la démonstration fut faite qu’in vitro l'ApoE4 sti- 
mule l'agrégation d'AB synthétique. Ceci suggère que l'ApoE4 
agit de même in vivo. Une autre possibilité est que l'ApoE4 inhibe 
l'évacuation de l'AG hors des espaces extracellulaires. 

Il n'existe actuellement aucun traitement susceptible d'arrêter 
la progression de la MA. Cependant, ce qui précède inspire plu- 
sieurs stratégies d'intervention thérapeutique. L'on pourrait dimi- 
nuer la production d'Af en administrant des substances qui inhi- 
bent l’action de la B- ou y-sécrétase. Une autre option serait de 
recourir à des agents qui empêchent la formation des fibrilles 
B-amyloïdes à partir d'AB soluble. 


C. Les maladies à prions 


Certaines maladies transmissibles affectant le système nerveux 
central des mammifères avaient été initialement considérées 
comme dues à des « virus lents », car elles prennent des mois, des 
années, et même plusieurs décennies pour se déclarer. Parmi elles, 
il y a la « tremblante », caractérisée par un dérèglement neurolo- 
gique chez les ovins et les caprins, appelée « scrapie » en anglais, 
parce que les moutons infectés ont tendance à arracher leur laine 
[ils se frottent en fait aux clôtures pour rester debout malgré 
l'ataxie (perte de coodination musculaire)]; l'encéphalopathie 
spongiforme bovine (ESB ou maladie de la vache folle), qui 
affecte de manière semblable les bovins ; et le kuru, une maladie 
dégénérative du cerveau, apparue chez les Fore, aborigènes de 
Papouasie-Nouvelle Guinée (où kuru signifie tremblant), et qui se 
transmettait à cause du cannibalisme rituel. Il y a aussi la maladie 
de Creutzfeld-Jakob (CJD), qui s'exprime sporadiquement chez 
l’homme avec les mêmes symptômes; c’est un dérèglement du 
cervelet, rare, progressif, peut-être identique au kuru. Ces mala- 
dies, finissant toutes par être mortelles, ont des symptômes sem- 
blables, ce qui suggère qu'elles sont très apparentées. Elles sont 
toutes caractérisées par l'apparition, dans les neurones, de grandes 
vacuoles qui, en microscopie, donnent au tissu cérébral l'aspect 
d’une éponge, d'où le nom collectif d’encéphalopathies fongi- 
formes transmissibles (TSE) Aucune d’entre elles ne manifeste 


de signe d’inflammation ni de fièvre, montrant que le système 
immunitaire n'est ni activé ni impliqué dans ces maladies. 

La technique classique pour isoler un agent pathogène infec- 
tieux comporte le fractionnement du tissu malade, suivi d'un essai 
d'inoculation, Le temps d'incubation très long de la tremblante, la 
maladie à « virus lent » la plus étudiée, a fortement ralenti la carac- 
térisation de l'agent de cette maladie. En effet, au cours des pre- 
miers travaux sur la tremblante dans les années 1930, un troupeau 
entier et plusieurs années d'observations furent nécessaires pour 
évaluer les effets de l'expérience de fractionnement. Les tests de 
transmission de la tremblante ont été accélérés nettement dès la 
découverte que, moyennant injection intracérébrale de l'agent de 
la tremblante, le hamster exprime la maladie en un temps mini- 
mum de 60 jours, mais qui décroît si la dose inoculée est plus éle- 
vée., C'est un test sur hamster qui a permis à Stanley Prusiner de 
purifier suffisamment l'agent de la tremblante pour le caractériser. 


a. La tremblante est due à une protéine prion 


Il semble que l'agent de la tremblante ne soit qu'une protéine. 
Cette conclusion surprenante a été tirée de l'observation que 
l'agent de la tremblante est inactivé par des substances modifiant 
les protéines, comme les protéases, les détergents, le phénol, l’urée 
et les réactifs spécifiques des chaînes latérales des acides aminés, 
alors qu'il n'est aucunement affecté par des substances qui altèrent 
les acides nucléiques, telles que les nucléases, l'irradiation UV et 
les réactifs spécifiques des acides nucléiques. Ainsi, l'agent de la 
tremblante est inactivé par traitement avec le diéthylpyrocarbo- 
nate, qui carboxyéthyle les résidus His des protéines (Fig. 9-34a), 
mais il n’est pas altéré par l'hydroxylamine, réactif spécifique des 
cytosines (Fig. 9-34b). Cependant, l'infectivité de l'agent de la 
tremblante inactivé par le diéthylpyrocarbonate est restaurée par 
traitement avec l'hydroxylamine, sans doute en vertu du méca- 
nisme illustré dans la Fig. 9-34c. 


Ces propriétés de l’agent de la tremblante, nouvelles pour un 
agent pathogène, le distinguent des virus et des plasmides. On a 
donc appelé ce type d'agent un «prion» (pour « proteinaceous 
infectious particle » dépourvue d'acide nucléique). La protéine de 
la tremblante, qui comporte 208 résidus pour la plupart hydro- 
phobes, est appelée PrP (pour «Prion Protein»). Son hydro- 
phobicité (cf. plus loin) fait que les PrP partiellement protéoly- 
sées s'agrègent en paquets de particules sous forme de bâtonnets, 
Il y a une ressemblance étroite entre ces agrégats et les fibrilles 
amyloïdes que l’on observe au microscope électronique sur du 
tissu cérébral infecté par le prion (Fig. 9-32a). De plus, le cer- 
veau des victimes de la CJD contient une protéine résistante aux 
protéases, qui réagit avec des anticorps dirigés contre la PrP de 
la tremblante. 


b. PrP est le produit d’un gène cellulaire normal 
largement exprimé qui n’a pas de fonction connue 


Les propriétés étranges des prions soulèvent évidemment la 
question de savoir comment ils sont synthétisés. On a suggéré trois 
possibilités : 

1. En dépit des observations en faveur du contraire, les prions 
contiendraient un acide nucléique génomique qu'on n'aurait pas 
réussi à détecter ; si c'était le cas, les prions seraient des virus clas- 
siques. La quantité croissante d'informations concernant la nature 
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FIGURE 9-34 Arguments pour dire que l'agent de la tremblante est 
une protéine. (a) L'agent de la tremblante est inactivé après traitement 
par le diéthylpyrocarbonate, qui réagit spécifiquement avec les chaînes 
latérales des histidines. (b) L'agent de la tremblante résiste au traitement 
par l'hydroxylamine, qui réagit avec les résidus cytosine, (c) Cependant, 
l'hydroxylamine restaure l’activité de l'agent de la tremblante traité par 
le diéthylpyrocarbonate, vraisemblablement en suivant la réaction indi- 
quée. 


des prions rend cependant cette hypothèse de moins en moins 
plausible. 

2. Les prions pourraient spécifier leur propre séquence en 
acides aminés par «traduction inverse», produisant un acide 
nucléique qui serait traduit normalement par le système cellulaire. 
Un tel processus contredirait le « dogme central » de la biologie 
moléculaire (Section 5-4), selon lequel l'information génétique est 
transmise de manière unidirectionnelle des acides nucléiques aux 
protéines, Une autre solution serait d'imaginer que les prions cata- 
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téine spécifiée par la protéine elle-même est aussi inconnue (bien 
que de nombreux petits polypeptides bactériens soient synthétisés 
par voie enzymatique plutôt que ribosomiale). 

3. Des cellules sensibles possèdent un gène codant la PrP cor- 
respondante. L'infection de ces cellules par les prions activerait ce 
gène et(ou) altérerait le produit protéique par un processus auto- 
catalytique. 

La dernière hypothèse apparaît comme la plus plausible pour 
expliquer le mécanisme de multiplication du prion. En effet, les 
sondes oligonucléotidiques complémentaires du gène de la PrP 
(appelé Prn-p, pour « prion protein »), déduites de la séquence en 
acides aminés de l'extrémité N-terminale des PrP (Section 7-2C), 
permettent de démontrer que le cerveau des souris infectées par la 
tremblante, aussi bien que celui des souris normales, contiennent 
Prn-p. La découverte la plus surprenante est cependant que Prn-p 
est transcrit avec un débit semblable dans les cerveaux normaux 
et dans les cerveaux infectés. De plus, les mêmes sondes montrent 
que les gènes Prn-p sont présents chez tous les vertébrés analysés 
jusqu'ici, y compris l'homme et même chez des invertébrés, comme 
la drosophile. Ce degré de conservation évolutive suggère que PrP, 
protéine ancrée dans la membrane (par un groupement glycosyl- 
phosphatidylinositol ; Section 12-3B) et localisée principalement à 
la surface des neurones, exerce une fonction importante, Ce fut 
cependant une nouvelle surprise de constater que des souris trans- 
géniques, dont les deux gènes Prn-p avaient été inactivés par 
«knockout », ont un phénotype apparemment normal, et que le 
croisement entre deux souris Prn-p"° (homozygotes) donne une 
descendance normale Prn-p"° (il semble cependant que les souris 
Prn-p" finissent par présenter des anomalies neurologiques). Quoi 
qu'il en soit, il semble de plus en plus clair que PrP est un récep- 
teur présent normalement à la surface cellulaire, bien que l'iden- 
tité du signal correspondant et des conséquences de sa liaison res- 
tent énigmatiques. 


c. La maladie de la tremblante nécessite l'expression de la 

protéine correspondante PrP° 

Les souris Prn-p\ ne présentent aucun symptôme de la trem- 
blante après inoculation avec la dose de PrP de la tremblante 
venant de souris (PrPS*; Sc pour « scrapie ») qui entraîne la mort 
de souris normales (Prn-p**) dans les six mois après l'inoculation. 
Il est donc clair que PrP% induit la conversion de PrP normale 
(PrP£ ; C pour cellulaire) en PrP%, Cette conclusion peu ortho- 
doxe (l'hypothèse du prion) est confortée par le fait que lorsque 
des souris normales sont inoculées avec des PrP% obtenues après 
plusieurs passages chez le hamster, le temps d’incubation pour 
obtenir les symptômes est d’abord de 500 jours, mais à chaque 
nouveau passage chez la souris il tombe à 140 jours. Inversement, 
si l’on inocule à des hamsters des PrP% obtenues après plusieurs 
passages chez la souris, le temps d'incubation est d'abord de 
400 jours puis il se raccourcit à 75 jours. Ceci suggère que la 
conversion de la PrP€ de l'hôte (la séquence de la souris diffère de 
celle du hamster) en PrP% par une PrP% étrangère est un événe- 
ment rare, mais une fois qu’il a eu lieu, la PrP% nouvellement for- 
mée de l'hôte catalyse la conversion beaucoup plus efficacement. 
En effet, après une inoculation avec une PrP$ de hamster, les sou- 
ris transgéniques exprimant une PrP de hamster ont des temps 
d'incubation réduits à 250 jours, voire à 48 jours, selon la lignée 
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d. Des gènes Prn-p mutants donnent lieu à des maladies à 

prions 

Trois dérèglements neurodégénératifs, hérités comme des 
caractères dominants chez l'homme, ont été reliés à des mutations 
dans le gène Prn-p. Ce sont la maladie de CJD familiale, le syn- 
drome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), et l'insom- 
nie familiale fatale (FFT). Les cas sont extrêmement rares, Par 
exemple, la FFI n'a été diagnostiquée que dans cinq familles. Les 
PrP$% mutantes qui provoquent ces maladies sont néanmoins trans- 
missibles. 


e. PrP% est une variante de conformation stable de PrP° 

Kurt Wüthrich a déterminé la structure par RMN des résidus 
23 à 230 de la PrP© humaine (280 résidus) (Fig. 9-35a). Elle 
montre une queue N-terminale souple et peu organisée (on ne peut 
donc l'observer) de 98 résidus et un domaine C-terminal globulaire 
de 110 résidus comportant trois hélices & et un court feuillet B 
antiparallèle à deux segments. Comme attendu, cette structure est 
très semblable à celles des PrP° de souris et de hamster. 

Quelle est la différence entre PrP% et PrPC? Le séquençage 
direct de PrPS donne un résultat identique à la séquence en acides 
aminés déduite de la séquence du gène Prn-p, ce qui élimine toute 
modification post-transcriptionnelle de cette séquence protéique 
comme pouvant expliquer les propriétés pathogènes de PrP*, De 
plus, les études de spectrométrie de masse réalisées sur PrPS pour 
détecter d'éventuelles modifications chimiques post-traduction- 
nelles, montrent de fait que PrPS et PrP© sont chimiquement iden- 
tiques. Bien qu'on n'ait pas éliminé la possibilité d'une modifica- 
tion chimique ne portant que sur une faible fraction de PrP°*, 
l'hypothèse la plus plausible est que PrP° et PrPŸ diffèrent quant 
à leur structure secondaire et(ou) tertiaire, Malheureusement, la 
structure de PrP% (cf. ci-dessous) n'a pu être déterminée en raison 
de son insolubilité. Des mesures par CD montrent en fait de 
grandes différences dans les conformations de PrP£ et PrP%, La 
conformation de PrP° est plus de type hélices & (-40%) que 
feuillets B (-3%) (en accord avec la structure, par RMN, de son 
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AIGURE 9-35 Conformations de la protéine prion, (a) Structure par 
RMN de la protéine prion humaine (PrP°). Sa queue N-terminale souple 
et peu organisée (résidus 23 à 121) est représentée par les points jaunes 
(lue 99 mremiare récidue Notesminaux de La nrotéine ont été enlevés anrèce 


domaine globulaire). PrP%, au contraire, est moins riche en 
hélices « (-30 %) mais beaucoup plus (-45 %) en feuillets B. Un 
modèle proposé pour PrP® (Fig. 9-35b) est que la région N-termi- 
nale se replie pour former un feuillet B mixte à 4 segments ; seules 
les hélices 2 et 3, qui sont reliées par un pont disulfure, conservent 
leur conformation originale. Pour PrP, la richesse en feuillets f 
faciliterait son agrégation en fibrilles amyloïdes. Il est clair qu'il 
s’agit d'un changement autocatalysé de conformation ; cela signi- 
fie que PrPS induit la conversion de PrP° en PrP*. On a montré 
de fait que dans un système acellulaire, PrPŸ catalyse la conver- 
sion de PrP°, provenant d'une source non infectée, en PrP*. Des 
arguments s'accumulent cependant pour dire qu'in vivo, cette 
conversion est facilitée par un chaperon moléculaire non identifié 
qu'on a appelé protéine X. 


Dans les cellules, PrP* se dépose dans des vésicules du cyto- 
sol plutôt que de s'accrocher à la surface cellulaire comme 
PrP©, Les deux formes sont sujettes à une dégradation protéoly- 
tique dans la cellule (Section 32-6). Cependant, alors que PrP£ est 
complètement dégradée, PrP% ne perd que ses 67 résidus N-ter- 
minaux et forme un corpuscule de 27 à 30 kD résistant aux pro- 
téases, appelé PrP 27-30, qui possède encore un contenu élevé en 
feuillets B. La PrP 27-30 s'agrège alors en plaques amyloïdes que 
l'on présume être directement responsables de la dégénérescence 
neuronale, caractéristique des maladies à prions. 


Selon l'hypothèse du prion, les maladies à prions sporadiques 
comme la CJD (qui annuellement n'affecte qu'une personne sur un 
million) résultent de la conversion spontanée, mais rare, de quan- 
tités suffisantes de PrP£ en PrP*, pour amorcer la réaction d'iso- 
mérisation conformationnelle autocatalytique Ce modèle est 
conforté par le fait que des souris transgéniques dont le gène Prn- 
p normal est surexprimé, développent toujours la tremblante à la 
fin de leur vie, L'hypothèse du prion explique aussi les maladies 
héréditaires à prions, comme la FF, parce que la conversion vers 
PrP% commencerait à un seuil d'énergie libre plus bas pour la PrP° 
mutante que pour la PrP° normale, 


{(b) 


sa traduction). (b) Modèle proposé pour la structure de PrP* [Partie a 
avec la permission de Kurt Wüthrich, Eidgenüssische Technische Hoch- 
schule, Zurich, Suisse : Partie b avec la permission de Fred Cohen, Uni- 
vereitu nf (C'alifarnis at Can Franriern | 


312 Chapitre 9. Repliement des protéines, dynamique et évolution structurale 


f. Il existe différentes souches de prions 

Des prions de sources différentes, préparés par passages chez 
la souris ou le hamster, ont chacun des temps d’incubation diffé- 
rents et provoquent des symptomes neurologiques et des neuropa- 
thologies qui leur sont propres. De toute évidence, il existe diffé- 
rentes souches de prions, dont les PrP% correspondantes doivent 
avoir des conformations stables différentes et forcent PrP° à adop- 
ter cette conformation caractéristique de la souche. Ce phéno- 
mène (on compte au moins 30 souches de tremblante du mouton 
et au moins 4 pour la CJD chez les humains) a été pris comme 
argument contre l'hypothèse du prion, On connaît cependant plu- 
sieurs exemples de protéines qui peuvent adopter plusieurs confor- 
mations stables. C'est le cas de la tubuline, protéine dont sont 
constitués les microtubules (Section 35-3F). 

L’'ESB ou maladie de la vache folle a été signalée pour la pre- 
mière fois au Royaume Uni fin 1985. Elle se répandit comme une 
épidémie, avec plus de 3 000 cas par mois à son pic en 1993, soit 
une incidence annuelle de 1 % pour la population des bovins de ce 
pays. On pense qu'il s'agit de la conséquence d'avoir donné aux 
troupeaux une nourriture dont une partie provenait de carcasses 
d'ovins infectés par la tremblante (voire de bovins touchés par 
l'ESB). L'ESB,. dont la période d'incubation est environ $ ans, était 
inconnue avant 1985, sans nul doute parce qu'à la fin des années 
1970 on avait remplacé, pour préparer la nourriture en question, un 
procédé inactivant complètement les prions de la tremblante, par un 
autre qui n'assurait plus cette inactivation, En 1988, il fut interdit, 
au Royaume Uni, de donner aux ruminants des protéines de rumi- 
nants (à part du lait), de sorte que l'épidémie diminua rapidement 
(chute accélérée par l'abattage de nombreux troupeaux à risque). 
Cependant, les humains avaient consommé pendant plus d'une 
décennie de la viande de bétail contaminé par l'ESB : celle-ci leur 
avait-elle été transmise ? Il faut noter que des moutons infectés par 
la tremblante sont consommés depuis longtemps dans le monde 
entier sans pour autant que l'incidence de CJD soit plus élevée dans 
les pays gros consommateurs de viande comme le Royaume Uni 
(où les moutons abondent) que dans les pays plus végétariens come 
l'Inde. En 1994, cependant, plusieurs cas de CJD furent signalés au 
Royaume-Uni chez des adolescents et des jeunes adultes, bien que 
jusqu'alors la CJD était extrêmement rare avant 40 ans (l'âge 
moyen du diagnostic étant 64 ans). Ces porteurs de la nouvelle 
variante de CJD (vCJD ou nvCJD), dont on a enregistré plus de 
110 cas, quasi uniquement au Royaume Uni, ont des symptômes et 
des lésions neurologiques qui ne sont pas typiques de la CJD spora- 
dique. De plus, après transmission à des souris exprimant la PrP© 
bovine, la vCJD manifeste un temps d'incubation et provoque des 
symptômes et des lésions neurologiques identiques à ceux de 
l'ESB. Il est donc hautement probable que la vCJD est provoquée 
pour une souche de prions acquise en consommant de la viande, ou 
ses dérivés, de bétail infecté par l'ESB. 


g. La levure contient des prions 

La définition originale du prion est celle de l'agent pathogène 
des maladies transmissibles du genre tremblante du mouton. Il est 
clair à présent que cette définition doit être élargie à toute protéine 
dont une variante, de conformation stable, catalyse sa propre for- 
mation à partir de la protéine non variante. Par exemple, on peut 
trouver chez Saccharomyces cerevisiae (la levure de boulangerie) 
un élément génétique appelé [URE3)] qui, lors de la reproduction 
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toute la descendance plutôt qu'en vertu des lois de la génétique 
mendelienne (Section 1-4B). Or, [URE3] n’est ni un plasmide, ni 
un gène mitochondrial, ce qui aurait pu expliquer ce type de trans- 
mission non mendelienne, mais bien un gène chromosomique. 

[URE3] est identique au gène chromosomique URE2, qui code 
la protéine Ure2p. En présence des sources d'azote préférées de la 
levure (l'ammoniac ou la glutamine), cette protéine réprime l'ex- 
pression de celles qui sont nécessaires au métabolisme d'autres 
sources d'azote (la proline, par exemple). Cette régulation du 
métabolisme de l'azote (étudié au Chapitre 26) ne se fait pas chez 
les levures qui ont le phénotype [URE3]. On peut cependant « gué- 
rir » ces levures en les exposant à 5 mM de chlorure de guanidium : 
la régulation du métabolisme de l'azote est alors rétablie chez elles 
et leur descendance. Cependant, à peu près une cellule sur un mil- 
lion retrouve spontanément le phénotype [URE3)]. De toute évi- 
dence, il existe deux conformations stables d'Ure2p, la forme nor- 
male qui contrôle le métabolisme de l'azote, et la forme [URE3] 
qui catalyse sa propre formation à partir de la forme normale, pour 
donner une protéine amyloïde incapable de réguler le métabolisme 
azoté. On en conclut que Ure2p est un prion. 

L'élément génétique de levure [PSI] code une protéine, 
Sup35p, impliquée dans la terminaison de la transcription (Sec- 
tion 32-3E), et qui est également douée de propriétés rappelant 
celles des prions. En effet, l'introduction, via des liposomes, de 
Sup35p sous sa conformation [PSI] dans le cytoplasme de levures 
contenant Sup35p normale, induit le phénotype [PSI]. I s’agit là 
de la première démonstration directe de l'hypothèse du prion. 


6 &Æ ÉVOLUTION STRUCTURALE 


Comme nous l'avons vu dans la Section 7-3, les protéines ont évo- 
lué suite à des mutations ponctuelles et des duplications de gènes. 
Au cours des âges, par sélection et/ou dérive naturelle, des pro- 
téines homologues se sont ainsi différenciées et ont assumé de 
nouvelles fonctions. Ces nouvelles fonctions, liées à des modifica- 
tions de la structure primaire, dépendent naturellement de la struc- 
ture tridimensionnelle de la protéine. Dans cette section, nous étu- 
dierons l'influence des modifications évolutives sur les structures 


des protéines. 


A. Structures des cytochromes c 


Les cytochromes de type c sont de petites protéines globulaires qui 
contiennent un groupement hème (fer-protoporphyrine IX ; 
Fig. 9-36) lié par covalence. Les structures par rayons X des cyto- 
chromes c de cheval (Fig. 8-42), de thon, de bonite, de riz et de 
levure sont très semblables et permettent donc d'estimer l'impact 
de la séquence en acides aminés du cytochrome c sur sa structure 
(Section 7-3B). Les résidus internes du cytochrome c, en particu- 
lier ceux qui bordent la poche de l'hème, sont pour la plupart inva- 
riants ou issus de substitutions conservatoires, alors que les rési- 
dus de surface sont plus variables. Cette observation constitue, 
entre autres, une indication des besoins de compactage plus exi- 
gants des régions internes d'une protéine comparés à ceux de sa 
surface (Section 8-3B). 

Certains résidus invariants ou très conservés (Tableau 7-4) ont 
des rôles structuraux et/ou fonctionnels spécifiques dans le cyto- 
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FIGURE 9-36 Formule moléculaire du complexe fer-protoporphyrine 
EX Chèmel, Dans les cytochromes de type €, l'hème est lié par covalence 
À ln protéine (en rouge) par deux liaisons thioéthers reliant les deux grou- 
pements vinyl de l'hème à deux résidus Cys se trouvant dans la séquence 
Cys-X-Y-Cys-His (résidus 14 à 18 dans le Tableau 7-4), où X et Y sym- 
bolisent d'autres acides aminés. Un cinquième et un sixième ligands de 
Vatome de fer, tous les deux perpendiculaires au plan de l’hème, sont 
formés par un azote de la chaîne latérale de l'His 18 et par le soufre du 
résidu Met 80. L'atome de fer, qui a donc six ligands et se trouve ainsi 
au centre d'un octaëdre, est stable aussi bien pour les états d'oxydation 
Fell) que Fetlil), On trouve également l'hème dans la myoglobine et 
dans l'hémoglobine mais il n’y a pas de liaisons thioéthers ni de ligand 
Met. 


(a) Cytothrome cyg Paracoccus denitrificans) 
Hème 99 


fe) Cytochrome ec (mitochondrie de thon) 
1 Hème 20 


FIGURE 9-37 Structures primaires de quelques cytochromes de type 
€ représentatifs. (a) Cytochrome Css (l'indice donne la longueur d'onde 
du pie d'absorption de La protéine dans le visible en nanomètres, nm) de 
Parscoccus denitrificuns, une bactérie qui respire et utilise le nitrate 
comme agent oxydant, (b) Cytochrome c, (l'indice n'a qu'un intérêt his- 
torique) de Rhoxdaspirillum rubrum, une bactérie photosynthétique 
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L Les résidus invariants Cys 14, Cys 17, His 18, et Met 80 éta- 
blissent des liaisons covalentes avec le groupement hème 
(Fig. 9-36). 

2. Les neuf résidus Gly invariants ou très conservés du cyto- 
chrome c occupent des positions très ajustées où des chaînes laté- 
rales plus grandes déstabiliseraient significativement la structure 
tridimensionnelle de la protéine. 

3. Les résidus Lys très conservés 8, 13, 25, 27, 72, 73, 79, 86, 
et 87 sont répartis selon un anneau qui entoure le côté exposé du 
groupement hème, par ailleurs enfoui. On a des arguments pour 
dire que cette constellation inhabituelle de charges positives s'as- 
socie avec une série de charges négatives complémentaires sur les 
partenaires physiologiques de réaction du cytochrome c, la cyto- 
chrome c réductase et la cytochrome c oxydase (Section 22-2C). 


a. Les cytochromes de type c de procaryotes ont des 

relations structurales avec le cytochrome € 

Bien que le cytochrome c ne se trouve que chez les eucaryotes, 
des protéines semblables, appelées cytochromes de type c sont 
fréquentes chez les procaryotes, où elles assurent le transfert 
d'électrons dans des positions analogues pour de nombreuses 
chaînes de transfert d'électrons respiratoires et photosynthétiques. 
Cependant, contrairement aux protéines d'eucaryotes, les cyto- 
chromes de type « de procaryotes présentent une très grande varia- 
bilité de séquence selon les espèces. Par exemple, sur les cyto- 
chromes de type c bactériens dont les structures primaires sont 
connues (plus de 30), le nombre de résidus d'acide aminé est com- 
pris entre 82 et 134, alors que les cytochrome c d'eucaryotes sont 
dans une fourchette plus étroite, entre 103 et 112 résidus. Les struc- 
tures primaires de plusieurs cytochromes de type c représentatifs 


Code: 
A — Ala 
B - Asx 
C - Cys 
D - Asp 
E - Glu 
F — Phe 
G - Gly 
T-Thr N-Asn H-His 
V-Val P-Pro 1-lle 
W-Trp Q-Gin K-Lys 
Y-Tyr R-Arg L-Leu 
Z-Gix S-Ser M-Met 


de Chlorobium limicola, une bactérie photosynthétique verte qui utilise 


H,S comme source d'hydrogène. Les lignes en trait fin relient les résidus 


qui sont importants pour la structure et les résidus invariants (/ettres capi- 


tales). Les régions hélicoïdales sont indiquées pour faciliter les comparai- 
sons structurales avec la Fig. 9-38. [D'après Salemme, FER.. Annu, Rev. 
Biochem. 46, 307 (1977).] 
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(a) Paracoccus Cisy (b) Rhodospirillum Cy 


134 résidus d'acide aminé 


112 résidus d'acide aminé 


(ce) Tuna C (thon) 
103 résidus d'acide aminé 


(d) Chlorobiuin Css 
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FIGURE 9-38 Structures tridimensionnelles des cytochromes de type 
c dont les structures primaires sont données dans la Fig. 9-37, Les 
squelettes polypeptidiques (en bleu) sont orientés de la même façon de 
sorte que leurs groupements hèmes (en rouge) sont vus de profil. Les 


ont peu de similitudes évidentes (Fig. 9-37). Cependant, leurs 
structures par rayons X se ressemblent nettement, en particulier 
dans la conformation du squelette et le compactage des chaînes 
latérales des régions qui entourent le groupement hème (Fig. 9-38). 
De plus, la plupart d'entre eux ont des noyaux aromatiques dans 
des positions et des orientations analogues par rapport à leur grou- 
pement hème, ainsi que des répartitions identiques de résidus Lys 
chargés positivement à la périphérie des crevasses où se trouve le 
noyau hème. Les principales différences structurales entre ces dif- 
férents cytochromes de type c proviennent de l'existence de plu- 
sieurs boucles de la chaîne polypeptidique localisées à leur surface. 

Avant l'arrivée des algorithmes d'alignement de séquences 
comme BLAST et FASTA (Section 7-4B), les alignements corrects 
de résidus d'acide aminé de cytochromes de type c analogues (traits 
fins de la Fig. 9-37) n'ont pu être faits sur la seule base de leur 
Structure primaire : ces protéines ont divergé depuis si longtemps 
que leurs structures tridimensionnelles ont été essentielles pour ce 
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chaînes latérales Cys, Met, et His qui relient par covalence l'hème à la 
protéine sont également montrées. (a) Cytochrome c,., de P. denirrifr. 
cans. (b) Cytochrome c, de Rs. rubrum. (c) Cytochrome € de Ion. 
(d) Cytochrome csss de C. limicola. [Copyright Irving Geis.] 


travail. Les structures tridimensionnelles sont évidemment plus 
révélatrices de similitudes que ne le sont les structures primaires 
pour des protéines aussi distantes. Ce sont les éléments structuraux 
et fonctionnels essentiels des protéines qui sont conservés au cours 
de l'évolution, plutôt que leurs résidus d'acide aminé. 


B. Duplication de gènes 


La duplication de gène peut promouvoir l'apparition de nouvelles 
fonctions par l'intermédiaire de l'évolution structurale (Sec- 
tion 7-3C). Pour plus de la moitié des protéines à multidomaines 
de structure connue, deux des domaines ont des structures très 
semblables. Voyons par exemple les deux domaines de lu rhoda- 
nèse (Fig. 9-39), enzyme du foie de bœuf, Il semble inimaginable 
que ces deux domaines complexes mais de conformations sem- 
blables aient pu évoluer indépendamment pour acquérir leurs 
structures actuelles (un processus appelé évolution convergente). 


Domaine 2 


FIGURE 9-39 Les deux domaines de structure semblable de la rhodanèse. Noter qu'ils sont tous deux des 
feuillets B ouverts (Section 8-3B) de topologies identiques. [D'après des dessins fournis par Jane Richardson, 
Duke University et sur base d'une structure par rayons X due à Wim Hol, University of Washington. PDBid 
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86 résidus d'acide aminé 


Plus vraisemblablement, ils se sont formés par duplication du gène 
qui spécifiait un domaine ancestral, puis fusion des deux gènes 
résultant pour donner un seul gène qui spécifie un polypeptide se 
repliant pour donner deux domaines semblables, Les différences 
entre les deux domaines sont le résultat de leur évolution diver- 
gente. On trouve des domaines de structures identiques dans des 
protéines dont les autres domaines ne présentent aucune ressem- 
blance entre eux. Les enzymes d'oxydoréduction appelées déshy- 
drogénases, par exemple, sont formées chacune de deux 
domaines : un domaine où se lie un dinucléotide impliqué dans 
cette réaction, comme le NAD*, et dont la structure est identique 
dans toutes les déshydrogénases, et un domaine de liaison du sub- 
strat, de structure différente, qui détermine la spécificité et le mode 
d'action de chaque enzyme, De fait, dans certaines déshydrogé- 
nases comme la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
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(Fig. 8-45), le domaine de liaison du dinucléotide se trouve à l'ex- 
trémité N-terminale de la chaîne polypeptidique, alors que dans 
d'autres, il se trouve à l'extrémité C-terminale, Chacune de ces 
déshydrogénases a dû naître par la fusion du gène spécifiant un 
domaine de liaison ancestral du dinucléotide avec le gène codant 
un domaine de liaison d'un protosubstrat. Ceci a dû arriver très tôt 
dans l'histoire de l'évolution, peut-être à l'époque précellulaire 
(Section 1-5C), car il n'y a pas d'homologie de séquence signifi- 
cative dans ces domaines de liaison du dinucléotide, Bien sûr. wr 
domaine est tout aussi bien une unité d'évolution qu'une unité 
structurale. En combinant génétiquement ces modules structuraux 
de différentes manières, la nature peut faire naître de nouvelles 
fonctions beaucoup plus rapidement qu'elle ne pourrait le faire en 
élaborant des structures entièrement nouvelles par mutations 
ponctuelles. 


A 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 D Repliement des protéines: théorie et expérimentation 
Dans des conditions de renaturation, beaucoup de protéines se replient 
pour prendre leurs structure native en quelques secondes. Si les hélices 
et les feuillets sont si communs (ils représentent ensemble 60 % 
d'une protéine typique), c'est parce qu'ils remplissent l'espace effica- 
cement. L'organisation des protéines est hiérarchique en ce sens 
qu'elles consistent en domaines, lesquels sont constitués de sous- 
domaines, etc. Elles supportent très bien des modifications de 
séquence en s'y adaptant par des changements de structure locaux plu- 
tôt que généraux. La rapidité de renaturation des protéines montre 
qu'elles se replient de manière ordonnée, et non par recherche aléa- 
toire de toutes les conformations possibles, L'étude du repliement des 
protéines exige donc des techniques de mélange et d'observation très 
rapides, comme le stop-flow, le dichroïsme circulaire, et l'échange 
H/D pulsé suivi de RMN. Le repliement des petites protéines à 
domaine unique commence par un effondrement hydrophobe qui 
donne un globule fondu en —5 ms. Il faut alors plusieurs secondes pour 
voir se stabiliser la structure secondaire, et se former la structure ter- 
tiaire, qui donneront la protéine native. On pense que le repliement se 
fait selon la théorie du paysage. Celle-ci postule qu'un polypeptide se 
replie en passant par un entonnoir de repliement et peut ainsi emprun- 
ter un grand nombre d'itinéraires pour atteindre son état natif, Ceci est 
en accord avec le repliement hiérarchique des protéines. Cependant, 
pour l'inhibiteur trypsique de pancréas bovin (BPTI), les étapes finales 
du repliement se font dans un orde déterminé, comme le montre 
l'ordre selon lequel se forment ses ponts disulfure. 11 semble que la 
séquence d'une protéine spécifie aussi bien l'itinéraire de son replie- 
ment que sa structure native. 

2 M Protéines auxiliaires du repliement Bien que la structure 
primaire d'une protéine impose sa structure tridimensionnelle, de 
nombreuses protéines ont besoin de l'aide de protéines auxiliaires, 
comme la protéine disulfure isomérase (PDI), les peptidyl prolyl cis- 
trans isomérases, et les chaperons moléculaires, pour se replier ou 
s'assembler en structure native. La PDI comporte quatre domaines de 
type thiorédoxine, dont deux contiennent des résidus Cys exposés qui 
forment des ponts disulfure internes ou avec une autre protéine dans 
une réaction d'échange de ponts disulfure. On a caractérisé deux 
familles de peptidyl prolyl cis-trans isomérases, les cyclophilines, qui 
lient la cyclosporine A, et la FK506 binding protein, qui lie la FK506. 
Les chaperonines, comme GroËL et GroËS, stimulent le repliement 


correct de protéines mal repliées, via une séquence cyclique de modi- 
fications conformationnelles concertées, qui est assurée par la liaison 
et l'hydrolyse de l'ATP. GroËS est un heptamère en forme de dôme et 
GroËL est un 14-mère fait de deux anneaux heptamériques contigus 
qui forment deux tonneaux non communicants, creux d'un bout à 
l'autre. GroËL et GroES constituent ensemble un complexe en forme 
de balle de fusil qui délimite une cavité interne dans laquelle les pro- 
téines mal repliées peuvent se replier sans s'agréger à d'autres pro- 
téines mal repliées. De cette manière, GroEL/ES déplie partiellement 
une protéine (jusqu'à 70 KD) coincée dans une conformation inappro- 
priée, puis la libère pour lui permettre de progresser, en descendant 
l'entonnoir de repliement, vers son état natif. Une telle protéine doit 
se lier et être relarguée environ 24 fois avant d'adopter son repliement 
final. Beaucoup des protéines dont le repliement est facilité par 
GroEL/ES contiennent des feuillets B ouverts, dont la complexité 
structurale est en grande partie responsable de leur repliement inap- 
proprié. Nombre d'entre elles retournent fréquemment chez GroEL/ES 
pour un entretien conformationnel. 


3 B Prédiction et conception de la structure des protéines 
Les méthodes empiriques, telles que celle de Chou-Fasman, ont assuré 
un certain succès à la prévision de structures secondaires à partir de la 
seule séquence en acides aminés. Cependant, des techniques informa- 
tiques sophistiquées permettent des prédictions un peu plus fiables. La 
modélisation comparative (par homologie) permet de prédire la struc- 
ture tertiaire de polypeptides dont l'identité de séquence avec une pro- 
téine de structure connue est >30 %. Les méthodes de reconnaissance 
du repliement (par glissement) ne sont pas encore très efficaces pour 
déterminer la structure de protéines sans homologie apparente avec des 
protéines de structure connue. Quant aux méthodes ab initio, elles 
commencent seulement à fournir des modèles interprétables. Cepen- 
dant, la conception par informatique de protéines de structure prévi- 
sible a récemment donné des résultats intéressants, notamment parce 
qu'on peut, en choisissant bien la séquence, « pousser » une protéine à 
adopter la structure souhaitée. 

4 B Dynamique des protéines Les protéines sont des molé- 
cules souples et fluctuantes dont les groupements se meuvent avec des 
périodes caractéristiques qui vont de 107! à plus de 10° s. Les analyses 
par rayons X, qui révèlent les mobilités atomiques moyennes dans les 
protéines, montrent que celles-ci ont tendance à être plus mobiles à 
leur périphérie qu'à l'intérieur. Des études par simulation de dyna- 
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mique moléculaire montrent que les structures natives des protéines 
sont formées chacune d'un grand nombre de sous-états très proches et 
qui s'intervertissent rapidement, avec des stabilités pratiquement iden- 
tiques. Sans cette souplesse, les enzymes ne seraient pas fonction- 
nelles. Les vitesses de basculement des cycles aromatiques, détermi- 
nées par RMN, montrent que les mobilités des groupements à 
l'intérieur des protéines dépendent à la fois de la protéine et de leur 
position dans la protéine. L'échange de protons internes avec le sol- 
vant est dû probablement à des déroulements locaux transitoires de La 
protéine. Des mesures d'échange d'hydrogène révèlent que les pro- 
téines ont une grande variété de mouvements internes peu fréquents. 
5 M Maladies conformationnelles : amyloides et prions  Plu- 
sieurs maladies humaines souvent mortelles sont associées à des 
dépôts d'amyloïde dans le cerveau et d'autres organes. Bien que les 
différentes protéines amyloïdogéniques soient sans relation en termes 
de séquence ou de structure native, toutes forment des fibrilles amy- 
loïdes similaires principalement constituées de segments B disposés 
perpendiculairement à l'axe de la fibrille. Les deux variantes connues 
du lysozyme humain douées de propriétés amyloïdogéniques ont une 
conformation beaucoup plus lâche que celle du lysozyme normal. 
Dans la maladie d'Alzheimer, une affection neurodégénérative qui 
touche surtout les personnes âgées, la protéolyse du précurseur du pep- 
tide amyloïde (APP) dans le tissu cérébral donne naissance au peptide 
amyloïde B (AB) de 40 à 42 résidus, lequel forme les fibrilles amy- 
loïdes qui tuent les neurones. Les humains et d’autres mammifères 
sont sensibles à des maladies infectieuses neurodégénératives comme 
la tremblante, qui sont causées par des prions. Ceux-ci ne contiennent 
apparemment qu'un seul type d'une protéine appelée PrP. Il existe 
deux formes de Prp: la forme cellulaire normale, PrP©, une protéine 


conservée ancrée dans la membrane à la surface cellulaire des neu- 
rones ; et Prp*, qui, bien que chimiquement identique à PrP°, possède 
une conformation différente. Prp* convertit PrP£ en Prp* par un pro- 
cessus autocatalytique, ce qui explique les propriétés infectieuses de 
Prp et le fait que les souris Prn-p" sont résistantes à la tremblante. 
Prp* est dégradée dans la cellule par protéolyse pour laisser un noyau 
résistant aux protéases, PrP 27-30, qui s'agrège en fibrilles amyloïdes 
neurotoxiques considérées comme responsables des symptômes des 
maladies à prions. La levure, elle aussi, contient des protéines du genre 


6 M Évolution structurale Les structures par rayons X des 
cytochromes c d'eucaryotes montrent que les résidus internes et ceux 
qui ont des rôles structuraux et fonctionnels tendent à être conser- 
vés au cours de l'évolution. Les cytochromes de type c de nombreux 
procaryotes se ressemblent entre eux ainsi qu'à ceux des eucaryotes, 
bien qu'il n'y ait que peu de similitudes dans leurs séquences en 
acides aminés. Cela montre que ce sont les structures tridimension- 
nelles des protéines qui sont conservées plutôt que les structures pri- 
maires, au cours de l'évolution. Les similitudes structurales entre les 
domaines de nombreuses protéines multidomaines signifient que ces 
protéines se sont formées par duplication d'un gène spécifiant un 
domaine ancestral, suivie de leur fusion. De même, la ressemblance 
structurale entre les domaines de liaison du dinucléotide des déshy- 
drogénases suggère que ces protéines se sont formées par duplica- 
tion d'un gène codant un domaine primordial de liaison du dinu- 
cléotide, suivi par sa fusion avec un gène spécifiant un domaine de 
liaison d'un protosubstrat. De la sorte, des protéines ayant de nou- 
velles fonctions peuvent évoluer beaucoup plus rapidement que par 
une série de mutations ponctuelles. 
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A 
PROBLÈMES 


1. Quel temps faudrait-il pour que le squelette polypeptidique d'un 
noyau de repliement de six résidus explore toutes ses conformations pos- 
sibles ? Refaites le calcul pour des noyaux de repliement de 10, 15, et 
20 résidus. Expliquez pourquoi, selon la théorie classique du repliement 
des protéines, on pense que les noyaux de repliement n'ont pas plus de 
15 résidus. 

+2. Soit une protéine ayant 10 résidus Cys, Après oxydation à l'air 
libre, quelle fraction de la protéine réduite et dénaturée reformera au hasard 
l'ensemble de ses ponts disulfure natifs si: (a) La protéine native a cinq 
ponts disulfure ? (b) La protéine native a trois ponts disulfure ? 

3. Pourquoi les feuillets B se trouvent-ils plus souvent dans l'intérieur 
hydrophobe des protéines plutôt qu'à leur surface ? 

4. Dans des conditions physiologiques, la polylysine prend une 
conformation enroulée au hasard, Dans quelles conditions pourrait-elle for- 
mer une hélice «&? 


5. Expliquez pourquoi la théorie du paysage est en accord avec le fait 
que de nombreuses petites protéines semblent se replier selon leur confor- 
mation native sans intermédiaires détectables, comme en vertu d'un méca- 
nisme en deux temps. 

6. Expliquez pourquoi des résidus Pro peuvent se trouver dans le tour 
N-terminal d'une hélice ct. 

7. Expliquez pourquoi les feuillets B sont moins susceptibles de se for- 
mer que les hélices & lors des premiers stades du repliement des protéines. 

8. On pense que les globules fondus sont stabilisés essentiellement par 
des forces hydrophobes, Pourquoi pas par des liaisons hydrogène ? 


+9. Le cycle GroEL/ES schématisé à la Fig. 9-23 ne tourne que dans 
le sens horaire. Donnez la raison de cette irréversibilité sur base de la suite 
des modifications dans la structure et dans les propriétés de liaison du sys- 
tème GroEL/ES,. 


*10. Quelle serait la structure secondaire du peptide C de la proinsu- 
line (Fig. 9-4) sur base de prédictions par les méthodes Chou-Fasman et 
Rose ? Est-il possible qu'il prenne une structure supersecondaire ? 


11. En tant qu'ingénieur en chef de Mère Nature, spécialiste de 
construction d'hélices, on vous a demandé de reprendre le Problème 8- 
8 en stipulant que l'hélice & est réellement hélicoïdale, Utilisez le 
Tableau 9-1. 


12. Indiquez quels seraient les effets probables des changements par 
mutation suivants sur La structure d'une protéine. Donnez vos raisons. 
(a) Remplacement d'une Leu par une Phe, (b) remplacement d'une Lys 
par un Glu, (c) remplacement d'une Val par une Thr, (d) remplacement 
d'une Gly par une Ala, et (e) remplacement d'une Met par une Pro, 


L3. Expliquez pourquoi les cycles Trp sont généralement complète- 
ment immobiles dans les protéines dont les cycles Phe et Tyr basculent 
rapidement. 

14. Expliquez pourquoi les souris Prn-p° résistent à la tremblante. 
Quelle pourrait être la susceptibilité de souris hétérozygotes Prn-p°° à 
cette maladie ? 


*15. Discutez le bien-fondé de l'hypothèse selon laquelle les 
domaines de liaison du dinucléotide des déshydrogénases sont le résultat 
d'une évolution convergente. 
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L'existence de l'hémoglobine, le pigment rouge du sang, est évi- 
dente pour tout enfant qui s'écorche un genou. Sa couleur, son 
abondance, et sa facilité d'isolement en ont fait un objet de 
recherche depuis les temps anciens. À vrai dire, l’histoire de la chi- 
mie des protéines commence avec l'étude de l’hémoglobine. L'ob- 
servation de cristaux d'hémoglobine est rapportée pour la première 
fois en 1840 par Friedrich Hünefeld, et en 1909 un atlas photo- 
graphique de cristaux d'hémoglobine de plusieurs centaines d' 
espèces est publié par Edward Reichert et Amos Brown. Par 
contre, il faut attendre 1926 pour la première publication des cris- 
taux d'une enzyme, ceux de l'uréase du haricot sabre (jack bean). 


L'hémoglobine fut une des premières protéines dont la masse 
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caractérisée par ultracentrifugation, la première à être associée à 
une fonction physiologique spécifique (le transport de l'oxygène) 
et, avec l’anémie falciforme, la première qui permit de démontrer 
qu'une mutation ponctuelle provoque le changement d'un seul 
acide aminé (Section 7-3A). Les théories formulées pour rendre 
compte de la liaison coopérative de l'oxygène à l’hémoglobine 
(Section 10-4) ont été également précieuses pour expliquer le 
contrôle de l'activité enzymatique. Les premières déterminations 
de structure des protéines par rayons X furent celles de l’hémo- 
globine et de la myoglobine. Ce rôle central de l'hémoglobine dans 
la chimie des protéines, associé à ses propriétés de liaison à l'oxy- 
gène de type enzymatique, ont conduit à qualifier l’hémoglobine 
d'«enzyme honoraire ». 

L'hémoglobine n'est pas seulement un simple réservoir à oxy- 
gène. C'est plutôt un système sophistiqué de distribution de l'oxy- 
gène qui en fournit la quantité requise aux tissus dans des condi- 
tions très variées. Dans ce chapitre, nous étudierons les propriétés 
de l’hémoglobine, sa structure, et son mécanisme d'action, à la fois 
pour comprendre les fonctions de cette molécule indispensable et 
pour illustrer les principes de la structure des protéines que nous 
avons exposés dans les chapitres précédents. Nous étudierons aussi 
les propriétés des hémoglobines anormales et leur implication dans 
des maladies chez l’homme. Enfin, nous examinerons les théories 
sur les interactions coopératives des protéines, d'une part, pour 
mieux comprendre les propriétés de l'hémoglobine et d'autre part, 
pour « préparer le terrain » de notre étude ultérieure sur la régula- 
tion de l'activité enzymatique. 


1 M FONCTION DE L'HÉMOGLOBINE 


L'hémoglobine (Hb), comme nous l'avons vu dans les Chapitres 7 
et 8, est un hétérotétramère, &,f, (ou encore un dimère de proto- 
mères af). Les sous-unités & et B ont une parenté structurale et 
évolutive, aussi bien entre elles qu'avec la myoglobine (Mb), la 
protéine monomérique du muscle qui fixe l'oxygène (Section 
7-3C). 

L'hémoglobine transporte l'oxygène des poumons, des branchies 
ou de la peau d'un animal à ses capillaires pour être utilisé dans la 
respiration. De très petits organismes peuvent se dispenser d'une 
telle protéine car leurs besoins respiratoires sont assurés par la 
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fois, puisque la vitesse de transport par diffusion d'une substance 
est inversement proportionnelle au carré de la distance de diffu- 
sion, la vitesse de diffusion de l'O, à travers un tissu de plus d'un 
mm d'épaisseur est trop lente pour assurer la vie, Le développe- 
ment d'organismes aussi grands et complexes que les annélides (le 
ver de terre par exemple) a donc nécessité la mise au point de sys- 
tèmes circulatoires qui transportent activement l'O, et les nutri- 
ments aux tissus. Le sang de tels organismes doit donc contenir un 
transporteur d'oxygène comme l'Hb car la solubilité de l'O, dans 
le plasma sanguin (la partie liquide du sang) est trop faible 
(10M environ dans les conditions physiologiques) pour pouvoir 
satisfaire les besoins métaboliques. Par contraste, le sang complet, 
qui contient environ 150 g d'Hb: + L‘!, peut transporter l'O, à des 
concentrations aussi élevées que 0,01M, soit pratiquement la 
même concentration que dans l'air. [Bien que beaucoup d'espèces 
d'invertébrés aient des systèmes de transport de l'oxygène fondés 
sur l’hémoglobine, d'autres produisent deux types de protéines qui 
lient l'oxygène : (1) l'hémocyanine, une protéine qui contient du 
cuivre et qui est bleue lorsqu'elle est complexée à l'oxygène et 
incolore autrement; ou (2) l’hémérythrine, une protéine qui 
contient du fer non-hème de couleur bordeaux lorsqu'elle est com- 
plexée à l'oxygène et incolore autrement. Certains poissons qui 
vivent sous la glace dans l'antarctique, les seuls vertébrés adultes 
qui n'ont pas d'hémoglobine — leur sang est incolore — peuvent 
vivre en raison de leur besoin réduit en oxygène à basses tempé- 
ratures et de la solubilité relativement élevée de l'oxygène dans 
l'eau à —1,9 °C, température de leur environnement (se rappeler 
que la solubilité des gaz augmente lorsque la température dimi- 
nue).] 
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NH 
H î 

FIGURE 10-1 Le groupement hème, Le complexe Fe(Il)-hème (ferro- 
protoporphyrine IX) est montré sous sa forme liée à His et à l'O, tel 
qu'il est dans la myoglobine et l'hémoglobine oxygénées. Noter que 
l'hème est un système conjugué. Ainsi, bien que deux de ses liaisons 
Fe—N soient des liaisons de coordinence (liaisons dans lesquelles ka 
paire d'électrons qui assure la liaison est fournie par un seul des deux 
atomes liés), toutes les liaisons Fe—N sont équivalentes. Les noyaux pyr- 
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On pensait que le seul rôle de la myoglobine est d'assurer la 
mise en réserve de l'oxygène. Il est à présent bien établi que cette 
fonction n'a d'intérêt que pour les mammifères aquatiques, comme 
les phoques et les baleines, dont les muscles contiennent environ 
10 fois plus de Mb que ceux des mammifères terrestres. Chez ces 
derniers, le rôle physiologique essentiel de la Mb est de faciliter le 
transport de l'oxygène dans le muscle qui respire intensément. La 
vitesse à laquelle l'oxygène peut diffuser des capillaires dans les 
tissus, et donc l'intensité de la respiration, est limitée par la faible 
solubilité de l'oxygène en solution aqueuse. La myoglobine aug- 
mente la solubilité de l'oxygène dans le muscle, le tissu qui res- 
pire le plus rapidement lorsqu'il est en intense activité. Ainsi, 
quand le muscle respire rapidement, la myoglobine pourrait assu- 
rer un travail à la chaîne pour faciliter la diffusion de l'oxygène. 
On a donc été surpris de découvrir que les souris knockout pour le 
gène codant la Mb ont un aspect normal (à part des muscles pâles), 
se reproduisent normalement, et peuvent fournir des efforts mus- 
culaires normaux, même lorsque la concentration en oxygène 
baisse. Une autre fonction physiologique de la Mb a été récem- 
ment mise à jour: la détoxification, par conversion en NO;, du 
monoxyde d'azote (NO), une molécule biologique de signalisa- 
tion très réactionnelle (voir ci-dessous). 

Dans cette section, nous commencerons par l'étude des pro- 
priétés chimiques et physiques de l’hémoglobine et de leurs rela- 
tions avec sa fonction physiologique. La structure de l'hémoglo- 
bine et les mécanismes mis en jeu pour assurer ses fonctions 
physiologiques seront étudiés dans la Section 10-2. 


A. L'hème 


La myoglobine et chacune des quatre sous-unités de l'hémoglobine 
lient un seul groupement hème (Fig. 10-1) par des liaisons non 
covalentes. C'est le même groupement que celui que l’on trouve 
dans les cytochromes (Section 9-6A) ainsi que dans certaines 
enzymes d'oxydoréduction comme la catalase, C'est l’hème qui 
donne au sang sa couleur rouge caractéristique et c'est le site sur 
lequel chaque monomère de globine lie une molécule d'oxygène 
(les globines sont les protéines sans hème de l'hémoglobine et de 
la myoglobine). La structure hétérocyclique de l’hème dérive 
d'une porphyrine : ce dérivé est formé de quatre noyaux pyrrole 
(désignés par les lettres A à D dans la Fig. 10-1) reliés par des 
ponts méthène. La porphyrine de l'hème, avec son arrangement 
spécifique de quatre méthyles, deux propionates, et deux vinyls 
substitués, est appelée protoporphyrine IX, L'hème est donc la 
protoporphyrine IX avec un atome de fer lié au centre. Dans le cas 
de l'hémoglobine et de la myoglobine, l'atome de fer reste nor- 
malement sous la forme d'oxydation Fe(Il) (ferreux), que l'hème 
soit oxygéné (il fixe l'oxygène) ou non. 

L'atome de Fe dans l'Hb et la Mb désoxygénées établit cinq 
liaisons de coordinence avec des atomes d'azote disposés en pyra- 
mide carrée : quatre atomes de la porphyrine et un atome d'une 
chaîne latérale His de la protéine. Après oxygénation, l'oxygène se 
lie au Fe(Il) du côté opposé à l'anneau porphyrique par rapport au 
ligand His, ce qui fait que le Fe{Il) se trouve coordiné au centre 
d'un octaèdre, c'est-à-dire que les ligands occupent les six som- 
mets d'un octaèdre dont le centre est occupé par l'atome de Fe 
(Fig. 10-1). L'oxygénation modifie l'état électronique du complexe 
Feill)-hème comme r indique le changement de couleur du sang 
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à la couleur rouge écarlate du sang artériel et du sang après cou- 
pure d'un doigt (Fig. 10-2). 

Quelques petites molécules, comme CO, NO, et H:S, se lient 
par coordinence à la sixième position de liaison de Fe(Il) dans 
l'Hb et la Mb avec une affinité très supérieure à celle de l'oxygène. 
Îl'en est de même avec les hèmes des cytochromes, ce qui explique 
les propriétés très toxiques de ces substances. 

Le Fe(1l) de l'Hb et de la Mb peut être oxydé en Fe(IIl) pour 
donner la methémoglobine (metHb) ou la metmyoglobine 
(metMb). La metHb ne fixe pas l'oxygène : son Fe(TIl) est déjà 
coordiné au centre d'un octaèdre avec une molécule d'eau occu- 
pant la sixième position de liaison. La couleur brune du sang séché 
et de la viande rassise est celle de la metHb et de la metMb. Les 
érythrocytes (globules rouges) contiennent une enzyme, la metHb 
réductase, qui assure le retour à l'état Fe(Il) de la petite quantité 
de metHb qui se forme spontanément. 

Le monoxyde d'azote (NO), synthétisé dans plusieurs tissus, 
est une molécule de signalisation locale qui provoque notamment 
une vasodilatation (Section 19-1L). Une fois son message trans- 
mis, le NO doit être éliminé rapidement pour empêcher toute inter- 
férence avec la signalisation (ou son absence) par cette même 
molécule, De plus, le NO est très réactionnel et donc toxique, Dans 
le muscle, le NO est transformé en ion nitrate en réagissant avec 
la myoglobine oxygénée (oxyMb) qui devient de la metmyoglo- 
bine : 


NO + MbO, = NO, + metMb 


Étant donné que la metMb est ensuite reconvertie en Mb sous l'ac- 
tion de la metmyoglobine réductase intracellulaire, la myoglo- 
bine se comporte ici comme une enzyme. Le NO présent dans le 
sang est détoxifié de même à l'intervention de l'oxyhémoglobine 
(oxyHb). 


B. Liaison de l'oxygène 
La liaison de l'O, à la myoglobine se traduit par une simple réac- 
tion d'équilibre 


Mb + O; — MbO,; 


avec une constante de dissociation 
_ [Mb][O:} 
_ [MbO;) 
(les biochimistes expriment généralement les équilibres en termes 
de constantes de dissociation, qui sont les inverses des constantes 
d'association plus traditionnelles). La dissociation de l'oxygène de 


Mb peut être caractérisée par sa saturation partielle, Y,,. définie 
comme la fraction des sites de liaison de l'oxygène occupés par O,. 


(MbO;] (0;] 


Yo, = [Mb] + [MbO;] — K + [O:] 


(10.1] 


(102) 


L'oxygène étant un gaz, on exprime habituellement sa concentra- 
tion par sa pression partielle, pO, (aussi appelée la tension en 
oxygène). L'équation [10.2] peut alors s'exprimer : 


PO; 


mr 


[103] 
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FIGURE 10-2 Spectre d'absorption dans le visible des formes oxygé- 
née et désoxygénée de l’hémoglobine. 


Soit ps la valeur de pO, pour laquelle Y,,, = 0,50, ce qui signifie 
que la moitié des sites de liaison de l'oxygène de la Mb sont occu- 
pés. En substituant cette valeur dans l'équation [10.3] on obtient 
par résolution, K = p.,. Ainsi, l'expression de la saturation partielle 
de Mb devient finalement : 


PO; 


ND: TN [10.4] 


Yo, = 


a. L'hémoglobine lie 1°O2 de manière coopérative 

La courbe de dissociation de l'oxymyoglobine (Fig. 10-3) suit 
de près la courbe hyperbolique que donne l'Eq. [10,4]; sa p est 
égale à 2,8 torr (1 torr = 1 mm Hg à 0 °C = 0,133 kPa; 760 torr = 
l'atm), La Mb cède donc une petite quantité de son O, lié pour les 
valeurs physiologiques normales de pO, dans le sang (100 torr 
dans le sang artériel et 30 torr dans le sang veineux) ; par exemple, 
Yo, = 0,97 pour pO, = 100 torr et 0,91 pour pO, = 30 torr. Par 
contre, la courbe de dissociation de l” oxyhémoglobine (Fig. 10-3), 
qui est sigmoïdale (en forme de S) et ne correspond pas à l'Egq. 
[10.4], montre que la quantité d'O, lié à Hb change significative- 
ment en fonction des valeurs physiologiques normales de pO, dans 
le sang ; par exemple, Yo,= 0,95 à 100 torr et 0,55 à 30 torr dans 
le sang complet, soit une différence de Y,, de 0,40. Par consé- 
quent, la Mb conserve l'O, dans des conditions où Hb le libère. 
Ainsi, les deux protéines constituent un système de transport de 
l'O; sophistiqué qui distribue l'O, des poumons aux muscles (où 
la pO, peut être < 20 tort). La courbe de dissociation sigmoïdale 
de l’oxyhémoglobine a une grande importance physiologique ; elle 
permet au sang de fournir beaucoup plus d'O, aux tissus qu'il ne 
le pourrait si la courbe de dissociation de l'oxyhémoglobine était 
une hyperbole ayant la même ps (26 torr ; ligne en pointillés de 
la Fig. 10-3). Pour une telle courbe hyperbolique, Y,, = 0,79 à 100 
torr et 0,54 à 30 torr soit une différence en Y,,. de 0,25 seulement. 

Une courbe de dissociation sigmoïdale est une indication d'in- 
teraction coopérative entre les sites de liaison d’une protéine pour 
une petite molécule ; autrement dit, la liaison d'une petite molé- 
cule mndifia la linienn dne antrse Manc La rac nrécant la laienn ds 
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FIGURE 10-3 Courbes de dissociation de l'oxygène à partir de MbO, 
«t de HbO, dans le sang complet. Les valeurs de pO, du sang artériel et 
veineux humain mesurées au niveau de la mer sont indiquées. La courbe 
en pointillés représente une courbe de dissociation hyperbolique ayant La 
même pique l'Hb (26 torr). 
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l'O, augmente l'affinité de l'Hb pour la liaison de molécules d'O, 
supplémentaires. Le mécanisme structural de la coopérativité de 
l'hémoglobine est décrit dans la Section 10-2C. 


b. L'équation de Hill décrit empiriquement la courbe de 
linison de l'oxygène à l’hémoglobine 

Les premières tentatives d'analyse de la courbe sigmoïdale de 
dissociation de l'oxyhémoglobine ont été formulées par Archibald 
Hill en 1910. Nous suivrons son analyse dans sa forme générale 
car elle est utile pour caractériser le comportement coopératif des 
enzymes oligomériques tout comme celui de l'hémoglobine. 

Soit une protéine E formée de n sous-unités qui peuvent cha- 
cune lier une molécule S, que l'on appelle, par analogie avec les 
substituants de complexes d'ions métalliques, un ligand. Suppo- 
sons que le ligand se lie avec une coopérativité infinie, 


E+nS == ES, 
ce qui signifie que tous ou aucun des sites de liaison de la protéine 
sont occupés et qu'il n'y a donc pas d'intermédiaires ES,, ES;, 
etc. observables. La constante de dissociation de cette réaction est 


_ [ENSr 
RUES) ii 
et, comme précédemment, sa saturation partielle s'exprime par : 
Y ALES, ] (10.6] 


© n([E] + (ES) 
En combinant les Eq. { 10.5] et [10.6] on obtient 
(EJS)"/K 


S LP! 
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qui, après réarrangement, devient l'équation de Hill : 


[S}" 
FT K+ (SF 


laquelle, de manière analogue à l'équation [10.4], exprime le degré 
de saturation d'une protéine oligomérique en fonction de la 
concentration en ligand. 

Une coopérativité de liaison de ligand infinie (1 égal au nombre 
de sous-unités de la protéine) comme le prévoit la dérivée de cette 
équation, est une impossibilité physique. Néanmoins, n peut être 
pris comme un paramètre qui dépend du degré de coopérativité 
entre les sites de liaison du ligand en interaction plutôt que du 
nombre de sous-unités de la protéine. L'équation de Hill devient 
alors une relation empirique utile en accord avec la courbe plutôt 
qu'une indication concernant un modèle particulier de liaison du 
ligand. La valeur n, la constante de Hill, augmente avec le degré 
de coopérativité d'une réaction ce qui fournit un moyen pratique, 
quoique simpliste, de caractériser une réaction de liaison d'un 
ligand. Si n = 1, l'Eg. [10.7] est celle d'une hyperbole, comme le 
sont les Eq. [10.3] et [10.4] pour la Mb, et la réaction de liaison 
du ligand est dite non coopérative. Une réaction où n > 1 est à 
coopérativité positive : la liaison du ligand augmente l'affinité de 
E pour les liaisons du ligand ultérieures (la coopérativité est infi- 
nie si # est égal au nombre de sites de liaison pour le ligand dans 
E). Inversement, si n < 1, la réaction est dite à coopérativité néga- 
tive : la liaison du ligand diminue l'affinité de E pour les liaisons 
ultérieures du ligand. 


[10,7] 


c. Les paramètres de l'équation de Hill peuvent être 
déterminés graphiquement 
La constante de Hill, », et la constante de dissociation, K, qui 
définissent le mieux une courbe de saturation peuvent être déter- 
minées graphiquement en réarrangeant l’Eq. [10,7] comme suit : 


[S}" 
Ys___K+[S] __[Sr 
1—Ys. l [SK 
K+[SF 


et, en passant à l'expression logarithmique de cette équation, et 


après réarrangement, on obtient une relation linéaire : 


lo Ys ) = n log{S] — log K [10.8] 
1 — Ys 
En portant graphiquement log[ Y/(1-Y,)] en fonction de log[S], — 
la représentation de Hill —, on obtient une droite de pente n et 
qui coupe l'axe des abscisses (log{S]) pour la valeur (logK)/n (se 
rappeler que l'équation linéaire y = mx + b est celle d'une droite 
de pente m qui coupe l'axe des abscisses pour la valeur -b/m). 
Dans le cas de Hb, si nous substituons pO, à [S] comme cela a 
été fait avec Mb, l'équation de Hill devient : 


y PO 
AT K+ (OT 


Comme dans l'Eq. [10.4], appelons ps la valeur de pO, pour 
laquelle Yo, = 0,50. En substituant cette valeur dans l'Eq. [10.9], 


[10.9] 
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(Ps) 
OK + 
d'où 
= (Ps) [10.10] 
Et en remplaçant cette valeur dans l'Eq. [10.9], on obtient 
=. (pO;}' 
F0 Ga) + (POY eu 


(N.B. L'Eq. [10.4] est un cas particulier de l'Eq. [10.11] avec 
n = 1). L'Eq. [10.8] devient alors 


D Yo: 
1 = Yo, 


par conséquent /e tracé obtenu a une pente égale à n et coupe l'axe 
des abscisses à la valeur de log py. 

La Figure 10-4 donne les représentations de Hill pour Mb et 
Hb. Pour Mb), le tracé est linéaire avec une pente égale à 1, comme 
prévu. Bien que Hb ne fixe pas O, en une seule étape comme le 
présume l'équation de Hill dérivée, sa représentation de Hill est 
essentiellement linéaire pour des valeurs de Y,, comprises entre 
0,1 et 0,9. Sa pente maximum, obtenue pour une valeur de pO2 
voisine de p40 (Yo, = 0,5; Yo {1 - Yo.) = 1], est prise normalement 
pour la valeur de à constants de Hi Pour l'Hb humaine normale, 
la constante de Hill est comprise entre 2,8 et 3,0; ce qui signifie 
que la liaison de l'oxygène à l'Hb est fortement, mais pas infini- 
ment, coopérative, Beaucoup d'hémoglobines anormales ont des 
constantes de Hill inférieures (Section 10-3A), ce qui indique 
qu'elles ont un degré de coopérativité inférieur à la normale. Pour 
des valeurs de Ÿ,,, proches de 0, lorsqu'un petit nombre de molé- 
cules d' Hb n'ont äxé qu'une seule molécule d'O,, le tracé de Hill 
de l'Hb présente une pente égale à 1 (Fig. 10-4, asymptote infé- 
rieure) car les sous-unités de l'Hb sont en compétition de manière 
indépendante pour l'oxygène comme le sont les molécules de la 


) = nlogpO; - nlogps [10.12] 
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Mb. Pour des valeurs de Y,,, proches de 1, quand au moins trois 
des quatre sites de liaison de l'oxygène de l’hémoglobine sont 
occupés, le tracé de Hill présente aussi une pente égale à 1 (Fig. 
10-4, asymptote supérieure) car les quelques sites encore inoccu- 
pés se trouvent sur des molécules différentes et donc ils fixent 
l'oxygène de manière i 

En extrapolant l'asymptote inférieure de la Fig. 10-4 jusqu'à 
l'axe horizontal on trouve, selon l'Eq. [10.11], que la ps, = 30 torr 
pour la liaison de la première molécule d'O, à l'Hb, De même, en 
extrapolant l’asymptote supérieure, on trouve une valeur de ps = 
0,3 torr pour la liaison de la quatrième molécule d'O,. Ainsi, la 
quatrième molécule d' O, se lie à l'oxygène avec une affinité 100 
fois supérieure à celle de la première molécule. Cette différence, 
comme nous le verrons dans la Section 10-2C, est due uniquement 
à l'influence de la globine sur l’affinité de l'hème pour O,. Cela 
correspond à une différence d'énergie libre de 11,4 kJ -mol ! entre 
la liaison du premier et la liaison du dernier O, à l'Hb (Section 
3-4A). 

Des modèles mathématiques plus sophistiqués que l'équation 
de Hill ont été élaborés pour analyser la liaison coopérative de 
ligands aux protéines. Certains seront vus dans la Section 10-4. 


d. La globine empêche l’oxyhème de s’auto-oxyder 
Non seulement la globine modifie l'affinité de l'hème pour 
l'oxygène, elle rend possible la liaison réversible de l'oxygène. 
L'hème-Fe(Il) seul est incapable de lier l'O, de façon réversible. 
Plus exactement, en présence d'O,, il s’auto-oxyde irréversible- 
ment pour donner la forme Fe(IIT) avec la formation intermédiaire 
d'un complexe où un O, établit un pont entre les atomes de fer de 
deux hèmes. Cette réaction peut être inhibée en dérivatisant l’hème 
RS s'opposent stériquement 
face à face de deux hèmes. De tels complexes 
porpirine-Fe(Il) dits « complexes clôturés » (Fig. 10-5), synthé- 
tisés pour la première fois par James Collman, lient réversiblement 
l'O,. Le côté arrière de cette porphyrine est dégagé et complexé 
par un imidazole substitué de manière identique à celle de la Mb 


0,99 
0,9 
0,5 Yo, 
0,1 
FIGURE 10-4 Représentations de Hi pour la 
Mb et l'Hb purifiées (« nues »). Noter qu'il s'agit 
00822 d'un tracé log-log. Ainsi, la valeur sur l'axe des x, 


log! Yo — Yo] = 0 lorsque Yo. - Yo)=1 
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FIGURE 10-5 Un complexe Fe(Il)-porphyrine « clôturé » avec l'O, 
lié. [D'après Collman, J.P, Brauman, J.L, Rose, E., and Suslick, K.S., 
Proc. Natl. Acad. Sci. 75, 1053 (1978).] 


et de l'Hb. En fait, l’affinité pour l'oxygène de ce complexe « clô- 
turé » est identique à celle de la Mb. Par conséquent, les globines 
de Mb et de l'Hb empêchent l'auto-oxydation de l'oxyhème en 
l'entourant, un peu à la manière du petit pain qui entoure le ham- 
burger, si bien que seules les chaînes latérales de propionate sont 
exposées au solvant aqueux (Section 10-2B). 


C. Transport du dioxyde de carbone et effet Bohr 


Tout en étant un transporteur d'O,, l'Hb joue un rôle important 
dans le transport du CO, par le sang. Quand l'Hb (mais pas la 
Mb) fixe l'O, à des pH physiologiques, elle subit un changement 
de conformation (Section 10-2B) qui la rend légèrement plus 
acide. Elle libère donc des protons en fixant l'O, : 


Hb(O;),H, + O, = Hb(O:),,, + xH° 


où n = 0, 1, 2, ou 3 et x = 0,6 dans des conditions physiologiques. 

Réciproquement, si le pH augmente, c’est-à-dire s'il y a départ de 
protons, la fixation de O, à l'Hb est stimulée (Fig. 10-6). Ce phé- 

nomène, dont le mécanisme moléculaire sera étudié dans la Sec- 
tion 10-2E, est connu sous le nom d'effet Bohr d'après Christian 
Bohr (père de Niels Bohr, pionnier de la physique atomique), qui 
le décrivit pour la première fois en 1904. 


a. L'effet Bohr facilite le transport de l'O2 

Les quelque 0,8 molécules de CO, formées par molécule d'O, 
consommé par la respiration diffusent des tissus dans les capil- 
laires essentiellement sous forme de CO, dissous en raison de la 
lenteur de la réaction qui donne du bicarbonate : 

CO, + H,0 == H° + HCO; 

Cependant, cette réaction est catalysée dans les érythrocytes par 
l'anhydrase carbonique (Fig. 8-41). Ainsi, la plupart du CO, est 
transporté dans le sang sous forme de bicarbonate (en l'absence 
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FIGURE 10-6 Influence du pH sur la courbe de dissociation de 
HbO, : l'effet Bohr. La ligne en pointillés verticale indique la pO, dans 
du muscle qui respire intensément. [D'après Benesch, RE. and Benesch, 
R., Ady. Protein Chem. 28, 212 (1974),] 
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fois plus lentement, d'où la formation de bulles de CO,, peu 
soluble, dans le sang et les tissus). 

Dans les capillaires, où la pO, est basse, les H° issus de la for- 
mation du bicarbonate sont captés par l'Hb, qui est donc amenée 
à céder son oxygène lié. De plus, ces protons captés facilitent le 
transport du CO, en stimulant la formation de bicarbonate. Réci- 
proquement, dans les poumons, où la pO, est élevée, la liaison de 
l'oxygène par l'Hb libère les protons captés précédemment, ce qui 
provoque le départ du CO,;. Ces réactions sont étroitement asso- 
ciées, d'où de faibles variations du pH sanguin. 

L'effet Bohr est à l'origine d'un mécanisme qui assure un 
apport d'O, supplémentaire à des muscles en activité intense, De 
tels muscles s’acidifient si rapidement (Section 17-3A) qu'ils 
abaissent le pH du sang qui les irrigue de 7,4 à 7,2. A pH 7,2 l'Hb 
libère environ 10% d'O, de plus qu'à pH 7,4 pour une pO, < 20 
torr, celle de ces muscles (Fig. 10-6). 


b. Le CO, et les ions CT modulent l’affinité de 
l'hémoglobine pour l'O, 
Le CO; module la liaison de l'O, directement et en se combi- 
nant réversiblement aux groupements amino N-terminaux des pro- 
téines sanguines pour former des carbamates : 


R—NH, + CO, == R—NH—COO + H° 


La conformation de la désoxyhémoglobine (désoxyHb), comme 
nous le verrons dans la Section 10-2B, est significativement diffé- 
rente de celle de l'oxyhémoglobine (oxyHb). En conséquence, la 
désoxyHb fixe davantage de CO, sous forme de carbamate que 
l'oxyHb. Le CO,, comme les H*, est donc un modulateur de l'af- 
finité de l’hémoglobine pour l'O, : une forte concentration en CO,, 
comme c'est le cas dans les capillaires, stimule la libération de 
l'O, lié à lHb. Noter la complexité de cet équilibre 
Hb - O, - CO, — H*: les protons issus de la formation de carba- 
mate sont en partie repris à cause de l'effet Bohr, augmentant ainsi 
la quantité d'O, que l'Hb aurait libérée autrement. Bien que la dif- 
férence de CO, lié entre les états oxy et désoxy de l'hémoglobine 
ne représente que 5 % environ du CO, sanguin total, cette quantité 
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sang. Ceci parce qu'il n'y a guère que 10% du CO, sanguin total 
qui est renouvelé à chaque cycle circulatoire. 

Les ions CF se lient aussi plus fermement à la désoxyHb qu'à 
l'oxyHb (Section 10-2E). Il en résulte que l'affinité de l'hémoglo- 
bine pour l'O, varie également avec la [CF]. Les ions HCOS dif- 
fusent librement à travers la membrane des érythrocytes (Section 
12-3D) si bien qu'une fois formés, ils s'équilibrent avec le plasma 
environnant, Cependant, la nécessité de maintenir la neutralité de 
charge de part et d'autre de la membrane oblige les ions CF, qui 
diffusent eux aussi librement à travers la membrane, à remplacer 
les ions HCO; qui sortent de l'érythrocyte (la membrane des éry- 
throcytes est imperméable aux cations). En conséquence, la [CF] 
dans l'érythrocyte est plus grande dans le sang veineux que dans 
le sang artériel. Les ions CF sont donc des modulateurs de l'affi- 
nité de l'hémoglobine pour l'O. 


D. Influence du BPG sur la liaison de l'oxygène 


L'hémoglobine purifiée (nue) a une affinité beaucoup plus grande 
pour l'O, que n'en a l'hémoglobine dans le sang complet (Fig. 10- 
7). Cette observation a conduit Joseph Barcroft, en 1921, à suggé- 
rer que le sang devait contenir une autre substance qui se complexe 
avec l'Hb afin d'en réduire l'affinité pour l'O,. En 1967, Reinhold 
et Ruth Benesch démontrèrent que cette substance est le D-2,3- 
bisphosphoglycérate (BPG) 


Nc 


Ï 
H—C—OPO; 
H—C—OPO; 

H 


»-2,3-Bisphosphoglycérate (BPG) 

[appelé antérieurement 2,3-diphosphoglycérate (DPG)]. Le BPG 
se lie fortement à la désoxyHb dans un rapport molaire de 1:1 
(K= 1,5 x 10*M) mais faiblement à l'oxyHb. La présence du BPG 
diminue donc l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène en la 
maintenant dans la conformation désoxy ; par exemple, la ps de 
l'hémoglobine nue augmente de 12 à 22 torr en présence de BPG 
4,7 mM, qui est sa concentration normale dans les érythrocytes 
(identique à celle de l'Hb), Des polyphosphates organiques, tels 
que l'inositol hexaphosphate (IHP) 


OPO; H 


OPO; 


OPO; 
Inositol hexaphosphate (IHP) 


et l'ATP ont un effet semblable sur l'Hb. En fait, chez les oiseaux, 
l'IHP remplace fonctionnellement le BPG et l'ATP joue le même 
rôle chez les poissons et la plupart des amphibiens. L'ATP présent 
normalement dans les érythrocytes de mammifères (environ 2 
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FIGURE 10-7 Comparaison des courbes de dissociation de 
«nue» et dans le sang complet en solution dans NaCI 0,01M à pH 
7,0, (D'après Benesch, R.E, and Benesch, R., Adv, Protein Chem. 28, 217 
(1974).] 


Le BPG remplit une fonction physiologique primordiale : dans 
le sang artériel, où la pO, est de 100 torr environ, l'Hb est saturée 
à 95 % en oxygène, mais dans le sang veineux, où la pO, est de 
l'ordre de 30 torr, elle n'est saturée qu à environ 55 % (Fig. 10-3). 
Autrement dit, en passant par les capillaires, l'Hb libère a peu près 
40% de son O,. En absence de BPG, seule une faible quantité de 
cet oxygène est libérée car l'affinité de l'hémoglobine pour O, est 
augmentée, déplaçant ainsi significativement la courbe de disso- 
ciation de l'oxyHb vers des valeurs de pO, plus faibles (Fig. 10-8, 
à gauche). 

Le CO, et le BPG modulent de façon indépendante l'affinité de 
l'hémoglobine pour l'O,. La Figure 10-8 montre que l'Hb nue 
peut avoir la même courbe de dissociation que l'Hb dans le sang 
complet si l'on ajoute du CO, et du BPG aux concentrations trou- 
vées dans les érythrocytes (le pH et la [CT] sont aussi les mêmes). 
Ainsi, la présence de ces quatre substances dans le sang complet 
— BPG, CO, H*, et CT — explique les propriétés de liaison de 
l'oxygène par l'Hb. 


a. L'augmentation des teneurs en BPG est en partie 
responsable de l'adaptation en haute altitude 
L'adaptation en haute altitude est un processus physiologique 

complexe qui implique une augmentation du nombre d'érythro- 

cytes et de la teneur en hémoglobine par érythrocyte, Une adapta- 
tion parfaite peut demander plusieurs semaines. Cependant, 
comme le sait toute personne qui a grimpé en haute altitude, on 
constate une certaine adaptation, même après un séjour d'une jour- 
née. Ce résultat est dû à une augmentation rapide de la concentra- 
tion en BPG érythrocytaire (Fig. 10-9 ; le BPG, qui ne peut pas tra- 
verser la membrane des érythrocytes, est synthétisé dans ceux-ci ; 

Section 17-2H). La diminution de l’affinité de liaison pour l'O, qui 

en résulte, comme l'indique sa psy élevée, augmente la quantité 

d'O, que l'hémoglobine libère dans les capillaires (Fig. 10-10). 

Des augmentations identiques de la concentration en BPG sur- 

viennent chez des individus atteints d’affections qui limitent l'oxy- 

génation de leur sang (hypoxie), comme certaines anémies et l'in- 
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FIGURE 10-8 Influences du BPG et du CO,, seuls ou ensemble, sur 
la courbe de dissociation de l'HbO, comparée à celle du sang complet 
{courbe en rouge). Dans les solutions d'Hb, avec KCI O,1Af et un pH de 
7,22, la pCO, = 40 torr et la concentration en BPG est égale à 1,2 fois 
celle de l'Hb, Le sang a une pCO, = 40 torr et le pH du plasma est de 
7.4, ce'qui correspond à un pH de 7,22 à l'intérieur des érythrocytes. 
{D'après Kilmartin, J.V, and Rossi-Bemardi, L., Physlof, Rev, 53, K84 
(1973)] 
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FIGURE 10-9 Influence d'un séjour en haute altitude sur la pa et la 
concentration en BPG sanguines chez des personnes vivant normale- 
ment au bord de la mer. La partie à droite marquée « Niveau de la 
mers montre les effets d'un séjour au bond de la mer pour des personnes 
habitudes à la haute altitude. [D'après Lenfant, C., Torrance, 1.D., 
English, E., Finch, C.A., Reynafurje, C., Ramos, J., and Faura. 4. J. Clin. 
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FIGURE 10-10 Courbes de dissociation du sang oxygéné de per- 
sonnes vivant au bord de la mer (courbe en noir) et en haute altitude 
{courbe en rouge), Pour les personnes du bord de mer, entre les valeurs 
de pO, du sang artériel et veineux, respectivement égales à 100 et 30 torr, 
l'Hb libère 38% de l'oxygène qu'elle peut transporter au maximum, 
Cependant, quand la pO, artérielle descend à 55 torr, ce qui est le cas à 
une altitude de 4500 m, cette différence est réduite à 30 % pour le sang 
non adapté. L'adaptation en haute altitude augmente La concentration en 
BPG érythrocytaire, ce qui déplace la courbe de dissociation de l'HbO, 
vers la droite, La quantité d'O, que l'Hb peut libérer dans les tissus est 
alors 37 % de sa charge maximum. 


b. L'hémoglobine fœtale a une faible affinité pour le BPG 
Les effets du BPG aident aussi à fournir de l'oxygène au fœtus. 
L'oxygène du fœtus est fourni par la circulation maternelle via le 
placenta. Ce processus est facilité car l'hémoglobine fœtale (HbF) 
a une affinité pour l'O, supérieure à l’hémoglobine maternelle 
(HbA ; se rappeler que l'HbF a la composition en sous-unités &ys, 
dans laquelle la sous-unité est une variante de la sous-unité B de 
l'HbA ; Section 7-3C). Le BPG se trouve en concentrations prati- 
quement équivalentes dans les érythrocytes adultes et fætaux mais 
se lie avec plus d'affinité à la désoxyHbA qu'à la désoxyHbF ; ceci 
explique la plus grande affinité de l'HbF pour l'O;. Dans la sec- 
tion suivante, nous expliquerons, en termes de structure, les effets 
du BPG ainsi que les autres caractéristiques de la liaison de l'O. 


2 M STRUCTURE ET MÉCANISME 


La détermination des premières structures de protéines par rayons 
X, celles de la myoglobine de cachalot par John Kendrew en 1959, 
de la désoxyhémoglobine humaine et de la methémoglobine de 
cheval par Max Perutz peu de temps après, provoqua une révolu- 
tion dans la manière de penser biochimique qui a rénové notre 
compréhension de la chimie de la vie. Avant l'avènement de la 
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pour peu qu'on s'y intéressit, étaient considérées comme des 
structures imprécises d'intérêt biologique incertain. Cependant, au 
fur et à mesure qu'on élucidait les structures macromoléculaires, 
et ce, de plus en plus rapidement, il devint évident que la vie est 
fondée sur les interactions de macromolécules complexes et bien 
définies sur le plan structural. 

L'histoire de la détermination de la structure de l'hémoglobine 
doit beaucoup à l'optimisme et à la ténacité. Perutz commença 
cette étude en 1937 à l'Université de Cambridge en tant qu'étu- 
diant de troisième cycle de J.D, Bernal (qui, avec Dorothy Crow- 
foot Hodgkin, avait pris les premières photographies par diffrac- 
tion des rayons X de cristaux de protéine hydratée en 1934), En 
1937, la détermination de structure par rayons X, même de la plus 
petite molécule, demandait des mois de calculs manuels et la struc- 
ture la plus grande déterminée à cette époque était celle du colo- 
rant phthalocyanine, qui possède 40 atomes autres que des atomes 
d'hydrogène. L'hémoglobine ayant quelque 4 500 atomes autres 
que l'hydrogène, les collaborateurs de Perutz ont dû penser qu'il 
visait un but impossible, Cependant, le directeur du laboratoire, 
Lawrence Bragg (qui avait déterminé avec son père, en 1912, la 
première structure par rayons X, celle du NaC), réalisa que la 
détermination de la structure d'une protéine aurait une portée bio- 
logique considérable et il soutint le projet. 

Ce n'est qu'en 1953 que Perutz finit par trouver la méthode qui 
lui permit de déterminer la structure par rayons X de l’hémoglo- 
bine, celle du remplacement isomorphe. Kendrew, un collègue de 
Perutz, utilisa cette technique pour élucider la structure par rayons 
X de la myoglobine de cachalot, d'abord à faible résolution en 
1957, puis à haute résolution en 1959. La plus grande complexité 
de l’hémoglobine repoussa la détermination de sa structure à faible 
résolution jusqu'en 1959, et ce n'est qu'en 1968, soit plus de 30 
ans après avoir commencé ce travail, que Perutz et ses collabora- 
teurs obtinrent la structure par rayons X à haute résolution de la 
methémoglobine de cheval, Peu de temps après, les structures des 
désoxyhémoglobines de cheval et d'homme furent déterminées. 
Depuis, les structures par rayons X d’hémoglobines de nom- 
breuses espèces différentes, de mutants, et d'hémoglobines liées à 
différents ligands ont été élucidées. Ces travaux, et les nombreuses 
recherches réalisées en utilisant les techniques physicochimiques, 
ont fait de l'hémoglobine la protéine la plus étudiée et, sans doute, 
la mieux comprise de toutes. 

Dans cette section, nous examinerons les structures molécu- 
laires de la myoglobine et de l'hémoglobine et nous étudierons les 


FIGURE 10-11 Structure de la myoglobine de cachalot. Les positions 
de ses 153 C,, sont numérotées depuis l'extrémité N-terminale et ses huit 
hélices sont désignées dans l'ordre de la séquence par les lettres A à 

H. La deuxième moitié du coude EF est considérée maintenant comme 

un tour d'hélice et est donc désignée par hélice F”. Le groupement hème 
est représenté en rouge. Voir aussi la Fig. 8-39. [Copyright Irving Geis. 

Figure basée sur une structure par rayons X due à John Kendrew, MRC 

Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, U.K. PDBid IMBN.] 


bases structurales de la liaison coopérative de l'oxygène à l'hémo- 
globine, de l'effet Bohr et de la liaison du BPG. 


A. Structure de la myoglobine 


La myoglobine est formée de huit hélices (désignées de A à H) 
reliées par de courts segments polypeptidiques pour donner une 
molécule ellipsoïde de dimensions approximatives 44 x 44 x 25 À 
(Fig. 10-11 ; voir aussi la Fig. 8-39). La longueur des hélices va de 
7 à 26 résidus et elles englobent 121 des 153 résidus de la myo- 
globine (Tableau 10-1). Ce sont essentiellement des hélices & avec 
quelques déformations de cette géométrie comme le resserrement 


TABLEAU 10-1 Séquence en acides aminés des chaînes a et b de l'hémoglobine humaine et de la myoglobine humaine"? 
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*Les résidus sont alignés dans les positions qui se correspondent dans La 
structure, Les boles en bleu ombrent les résidus qui sont identiques dans Les 
deux chaînes de L'Hb, les boîtes en violet ombrent les résidus qui sont iden- 
tiques dans les deux chaînes de L'Hb et dans la Mb, et les boîtes en violet 
foncé ombrent les résidus invariants chez tous les vertébrés dans les trois 
chaînes (Ter C4 Phe CDE Leu F4 His FR et Tvr HO 
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MLes premiers et derniers résidus des hélices AH sont indiqués, tandis que 
les résidus entre les hélices constituent les “segments” intermédiaires, La 
structure affinée de 1'Hb a révélé qu'une partie importante du segment dési- 
gné par EF est en fait hélicoïdale dans les deux chaînes : il englobe les rési- 
dus EF4-F2 et est appelé hélice F”, 
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FIGURE 10-12 Représentation stéréo du com- 
plexe hème dans l'oxyMb. Dans le dessin du 
dessus, les atomes sont représentés sous forme de 
sphères des rayons de van der Waals. Le dessin 
du dessous montre le modèle correspondant en 
ossature, la ligne en pointillés figurant la liaison 
hydrogène entre l'His distale et l'O, lié. L'Ap- 
pendice du Chap. 8 explique comment observer 
des représentations stéréo. [D'après Phillips, 
S.E.V., J. Mol. Biol, 142, 544 (1980, PDBid 
IMBO.] 


des tours terminaux des hélices À, C, E, et G qui forment des seg- 
ments d'hélice 3,,. 

Selon une convention de numérotation des hélices propre à la 
Mb et à l'Hb, les résidus sont désignés d’après leur position dans 
une hélice ou un segment interhélicoïdal. Par exemple, le résidu 
B5 est le cinquième résidu depuis l'extrémité N-terminale de l'hé- 
lice B et le résidu FG3 est le troisième résidu depuis l'extrémité 
N-terminale du segment non hélicoïdal qui relie les hélices F et 
G. Les segments N- et C-terminaux non hélicoïdaux sont désignés 
respectivement par NA et HC. La convention classique de numé- 
rotation de tous les résidus d'acide aminé depuis l'extrémité N-ter- 
minale du polypeptide est aussi utilisée, et parfois les deux conven- 


His F8 
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His F8 


tions sont données simultanément. Par exemple, Glu EF6(83) de la 
Mb humaine est le 83° résidu depuis l'extrémité N-terminale et le 
T° résidu du segment non hélicoïdal qui relie les hélices E et F. 
L'hème se trouve enfoncé solidement dans une poche hydro- 
phobe formée par les hélices E et F mais qui inclut également des 
contacts avec les hélices B, C, G, et H ainsi qu'avec les segments 
CD et FG. Le cinquième ligand de l'hème Fe(Il) est l'His F8, 
l'histidine proximale (proche). Dans l'oxyMb, le Fe{Il) est situé 
à 0,22 À hors du plan de l'hème du côté de l’His proximale et est 
lié par coordinence à l'oxygène grâce à une disposition courbée 
comme le montre la Fig. 10-12. L'His E7, l'histidine distale (éloi- 
gnée), est liée par liaison hydrogène à l'O,. Dans la désoxyMb, la 
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Source: Dickerson, RE. and Geis, L, Hemoglohin, pp. 68-69, Benjamin/Cummings (1983). 


330 Chapitre 10. L'Hémoglobine : fonction d'une protéine dans un microcosme 


(a) 


FIGURE 10-13 Structures de (a) la désoxyHb et (b) l'oxyHb, vues 
vers le bas le long de leur axe de symétrie réel d'ordre deux. Les 
atomes C,,, numérotés depuis chaque extrémité N-terminale, et les grou- 
pements hème sont représentés. L'Hb tétramérique contient un chenal 
central rempli de solvant parallèle à l'axe d'ordre deux et les chaînes f 
adjacentes se rapprochent l'une de l'autre après oxygénation (comparer 
les longueurs des flèches à deux têtes). Dans l'état désoxy, l'His 
FG4(97)8 (petite flèche à une seule tête) s'intercale entre La Thr C6(41 jx 


sixième position de liaison du Fe(Il) est vacante car l'His distale 
est trop loin du Fe(Il) se lier par coordinence. De plus, le 
Fe{Il) se trouve à 0,55 À hors du plan de l'hème. D'autres modi- 
fications structurales de la Mb selon ses états d'oxygénation 
concernent de petits déplacements de plusieurs segments de la 
chaîne et de légers ajustements de conformations de chaînes laté- 
rales. Cependant, grosso modo, les structures de l'oxy et de la 
désoxyMb sont pratiquement superposables. 


et la Pro CD2{44)a (en bas à droite et en haut à gauche). Les mouve- 


ments relatifs des deux protomères &f} après oxygénation (grosses flèches 
grises, Partie b) déplacent l'His FG4(97)B qui se place alors entre la Thr 
C3G38)a et La Thr C6(41). Voir lu Fig. 8-63 pour une représentation cor- 
respondante en modèle plein de la désoxyHb. [Copyright Irving Geis. 
Figure basée sur des structures par rayons X dues à Max Perutz, MRC 
Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, U.K. PDBid (a) 2DHB et 
{b) 2MHB.] 


B. Structure de l’hémoglobine 


Le tétramère hémoglobine est une molécule sphéroïde de dimen- 
sions 64 x 55 x 50 À. Ses deux protomères af sont reliés symé- 
triquement par un axe d'ordre deux (Fig. 10-13; voir aussi la Fig. 
8-63). Les structures tertiaires des sous-unités & et B sont remar- 
quablement similaires entre elles et semblables à celle de la Mb 
(Fig. 10-11 et 10-13), bien qu'il n'y ait que 18 % de résidus iden- 


(b) 


FIGURE 10-13 (suite) 


tiques entre ces trois polypeptides (Tableau 10-1) et qu'il n'y ait 
pas d'hélice D dans la sous-unité & de l'hémoglobine. En effet, 
dans le tétramère les sous-unités & et B s'emhoîtent selon des rota- 
tions de pseudo-ordre deux, ce qui fait que les sous-unités occu- 
pent les sommets d'un tétraèdre (symétrie pseudo-D, ; Section 8- 
5B). 

Les chaînes polypeptidiques de l'Hb sont disposées de sorte 
qu'il s'établit des interactions importantes entre les sous-unités 
différentes. L'interface &, — B, (et son équivalent symétrique &,- 
B;) conceme 35 résidus, tandis que l'interface &,-B, (et æ,-B,) 
concerne 19 résidus. Ces associations sont essentiellement de 
nature hydrophobe, bien que de nombreuses liaisons hydrogène et 
plusieurs liaisons ioniques soient aussi impliquées (Section 10- 
2C). Par contre, les contacts entre sous-unités identiques, &,-t, et 
B,-B;, sont rares et de nature polaire, C'est pourquoi les sous-uni- 
tés identiques se font face, séparées par un chenal d'un diamètre 
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de 20 À environ rempli de solvant aqueux et parallèle au véritable 
axe d'ordre deux, qui fait 50 À de long (Fig. 8-63 et 10-13). 


a. Les oxy- et désoxyhémoglobines ont des structures 

quaternaires différentes 

L'oxygénation provoque de si importantes modifications de la 
structure quaternaire de l'Hb que l'oxy- et la désoxyHb ont des 
formes cristallines différentes ; en effet, les cristaux de désoxyHb 
se brisent lorsqu'on les expose à l'oxygène. Les structures de cris- 
taux d'oxy- et de désoxyHb ont donc été déterminées séparément. 
La modification de structure quaternaire préserve la véritable 
symétrie d'ordre deux de l'hémoglobine et ne concerne que ses 
interfaces @,-ÿ, et @&-B,. Le contact &,-ÿ, (et &,-f,) reste 
inchangé, sans doute en raison du caractère intime des associations 
impliquées. Ce contact fournit un cadre de référence commode qui 
permet de comparer les conformations oxy et désoxy. Vue sous cet 
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angle, l'oxygénation fait pivoter le dimère «,B, de 15° environ par 
rapport au dimère &,B, (Fig. 10-14), ce qui provoque le déplace- 
ment de certains atomes de l'interface «,-B, jusqu'à 6 À les uns 
par rapport aux autres (comparer la Fig, 10-13a et b). 

La conformation quaternaire de la désoxyHb est appelée l'état 
T (T pour «tendu »). Celle de l'oxyHb, qui est essentiellement 
indépendante du ligand utilisé pour l'induire (ex. les hémoglobines 
O;,, met, CO, CN, et NO ont toutes la même structure quater- 
naire), est appelée l'état R (R pour « relâché). De même, les états 
conformationnels tertiaires des sous-unités désoxy ou liées à des 
ligands sont désignés respectivement par les états t et r. Les dif- 
férences structurales entre ces conformations quaternaires et ter- 
tiaires sont décrites dans la section suivante en relation avec le 
mécanisme de liaison de l'oxygène par l'hémoglobine. 


C. Mécanisme coopératif de la liaison de l'oxygène 


La coopérativité positive de la liaison de l'oxygène à l'Hb est due 
à l'influence de l'état de liaison d'un hème pour un ligand sur l'af- 
finité de liaison d'un autre hème pour un ligand. Cependant, les 
distances de 25 à 37 À entre les hèmes d'une molécule d'Hb sont 
trop importantes pour que ces interactions hème-hème puissent 
être de nature électronique. En réalité, elles sont transmises méca- 
niquement par la protéine. La recherche du mécanisme respon- 
sable a motivé une grande partie des travaux sur la structure de 
L'Hb au cours des trois dernières décennies. 

L'analyse de la structure cristalline par rayons X a fourni des 
« instantanés » des états R et T de l'Hb dans différents états de liai- 
son aux ligands mais n'a pas expliqué comment la protéine passe 
d'un état à un autre. 1 est difficile de déterminer la séquence des 
événements qui se produisent lors de ces transformations car, pour 
y parvenir, il faudrait comprendre les mécanismes intemes des pro- 
téines ce qui, actuellement, n'est pas le cas. C'est comme si l'on 
vous demandait d'expliquer le fonctionnement d'une montre 
mécanique compliquée à partir de photographies floues, alors que 
vous n'avez que de vagues notions sur le fonctionnement des 
engrenages, des leviers et des ressorts, Cependant, essentiellement 
à partir des structures par rayons X de l'Hb, Perutz a formulé le 
mécanisme suivant de l'oxygénation de l'Hb, le mécanisme de 
Perutz. 


a. Le déplacement du Fe(Il) dans le plan de l'hème 

déclenche le changement de conformation T — R 

Dans l'état t, le Fe(Il) est situé à environ 0,6 À hors du plan de 
l'hème du côté de l'His proximale en raison d'une disposition en 
dôme pyramidal du squelette porphyrique et de ce que les liaisons 
Fe—N snyine SON trop longues pour permettre au Fe de se placer 
dans le plan de la porphyrine (Fig. 10-15 et 10-16). Cependant, le 
changement provoqué par la liaison de l'O, sur l'état électronique 
de l'hème entraîne l'affaissement du dôme et un raccourcissement 
de la liaison Fe—N de l'ordre de 0,1 À. En conséquence, 
lors du passage de l'état t à l'état r, le Fe(Il) se déplace au centre 
du plan de l'hème (Fig. 10-16) où l'O, peut se lier par coordinence 
sans interférence stérique avec la porphyrine. Le mouvement du Fe 
entraîne l'His proximale avec lui, ce qui fait légèrement basculer 
l'hélice F à laquelle elle appartient et la déplace d'environ 1 À 
(Fig. 10-16). Ce déplacement latéral est nécessaire car, à l'état 1, le 


noyau imidazole de l'His À nstrengs est orienté de sorte que le 
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(a) DésoxyHb 


FIGURE 10-14 Principales différences structurales entre les confor- 
mations quaternaires de (a) la désoxy Hb et (b) l'oxyHb. Après oxygé- 
nation, les dimères @,B, (ombre) et @&,f; (en trait plein) se déplacent, 
comme indiqué sur la droite, comme des unités rigides de sorte qu'il y a 
une rotation hors du centre de l'ordre de 15° d'un protomère par rapport 
à l'autre qui préserve l'axe de symétne réel d'ordre deux. Remarquer que 
la position des His FG4B (penragones) change par rapport à celles de Thr 
Ca, ThrCéa et Pro CD2a (points jaunes) aux interfaces &,-B, et &,- 
B,. Vue de la droite par rapport à la représentation de la Fig. 10-13. 
[Copyright Irving Geis.] 


en collision avec l’hème (Fig. 10-15 et 10-16); cependant, le 
déplacement de l’hélice F réoriente le noyau imidazole, permettant 
ainsi au Fe(Il) de se placer dans le plan de l’hème. De plus, lorsque 
les sous-unités B (mais pas les sous-unités &) sont à l'état 1, la Val 
El 1 cache en partie la poche de liaison de 1'O,, d'où la nécessité 
d'un déplacement latéral pour que l'O, puisse se lier. 


b. Les contacts a1-b2 et a2-b1 ont deux positions stables 
Comme nous l'avons vu ci-dessus, la différence entre les 
conformations R et T intéresse essentiellement l'interface @,-f; 
(et celle reliée par symétrie &,-B,), qui comporte l'hélice C et le 
segment FG de &,, en contact, respectivement, avec le segment FG 
et l'hélice C de B;. Le changement de structure quaternaire se tra- 
duit par un déplacement relatif de 6 À à l'interface &,C-B,FG (Fig. 
10-14), Dans l'état T, His FG4(97)8 est en contact avec Thr 
Cé(41)a (Fig. 10-13a et 10-17a), tandis que dans l’état R elle est 
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Leu F4 (83) 


Tyr C7 (42) (46) 
FIGURE 10-15 Le groupement hème et son environnement dans la contact étroit entre l'His proximale et le groupement hème qui empêche 
chaine « non liée de l'Hb humaine. Seules certaines chaînes sont mon- l'oxydation des hèmes à l'état t est représenté par une ligne en pointillés. 
trées et le groupement D-propionate de l'hème est omis pour plus de [D'après Gelin, B.R., Lee, A.W.N., and Karplus, M. J. Mol, Biol, 171, 
Clarté. L'hélice F est disposée le long du côté gauche du dessin. Le 542 (1983), PDBid 2HHB.] 


FIGURE 10-16 Mécanisme du déclenchement de La transition T — R rine qui a perdu sa forme en dôme, où il peut se lier facilement à l'O, et, 
de l'Hb, Dans la forme T (en bleu), le Fe est 0,6 À environ au-dessus du ce faisant, il entraîne l'His proximale F8 et l'hélice F dont elle fait partie. 
plan de l'anneau porphyrine en forme de dôme. En passant sous la forme La liaison Fe — O, se trouve ainsi renforcée en raison du relâchement de 
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(a) État T (désoxy) 


FIGURE 10-17 L'interface a,C-B,FG dans l'HB (a) à l'état T et (b) à 
l'état R. Les dessins du haut montrent l'hélice C représentée en ruban 
(en mauve) et la partie de la région FG qui la contacte représentée en 

« boules et bâtonnets » de couleurs correspondant au type d'atome (C en 
vent, N en bleu et O en rouge). Les points délimitent les surfaces de van 
der Wauls des zones de contact, en couleurs selon le type d'atome. Les 
dessins du bas donnent la représentation schématique correspondante du 
contact @,C-B,FG. Lors de la transition T — R, ce contact passe directe- 
ment d'une position à l'autre sans intermédiaire stable (noter cependant 


C (Fig. 10-13h et 10-17h). Dans les deux conformations, les « pro- 
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que, dans les deux conformations, les protubérances formées par les 
chaînes latérales de His 978 et Asp 99 s'encastrent entre les gorges de 
l'hélice C formées par les chaînes latérales de Thr 38, Thr 41 et Pro 
44a). Les sous-unités sont réunies par différents jeux de liaisons hydro- 
gène pour chaque état quuternaire, Les Figures 10-13, 10-14, et 10-18 
fournissent des illustrations structurales complémentaires sur ces interac- 
tions. [Figure basée sur des structures par rayons X dues à Giulio Fermi, 
Max Perutz et Boaz Shaanan, MRC Laboratory of Molecular Biology, 
Cambridge, U.K. PDBid (a) 2HHB et (b) 1HHO.] 
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FIGURE 10-18 L'interface «,B; de l'hémoglobine vue perpendiculai- 
rement par rapport à la représentation de la Fig, 10-13. La zone 

encadrée sur la gauche est représentée avec plus de détails sur la droite, 
Les liaisons hydrogène et les ponts salins sont représentés par des lignes 
en pointillés, noires pour la désoxyHb et bleues pour l'oxyHb, alors que 
les contacts de van der Waals sont indiqués par des tirets. Noter que l'in- 
terface a,C—B,FG (la région du « commutateur ») est l'objet d'un réajus- 


ensemble de liaisons hydrogène différentes mais équivalentes dans 
les deux états (Fig. 10-17 et 10-18), agissent comme un interrup- 
teur binaire qui ne permet que deux positions stables des sous-uni- 
tés les unes par rapport aux autres. Par contre, le changement de 
structure quaternaire ne cause qu’un déplacement de 1 À au niveau 
du contact &,FG-B;C, ce qui fait que ses chaînes latérales gardent 
les mêmes associations tout au long du changement (Fig. 10-18). 
Ces chaînes latérales jouent par conséquent le rôle d'articulations 


enunlse nes do rharmidree autnue Asenusllse Îse enue.umitf£e nr, »r 8. 


tement important lors de la transition T — R, tandis que l'interface 
a,FG-B,C reliée pseudosymétriquement (« l'articulation souple ») ne 
subit que de légères réorientations. Noter également que les ponts salins 
de l'état T faisant intervenir les résidus C-terminaux [l'Arg 141@& (en des- 
sous) et l'His 1468 (uu-dessus)] sont rompus lors de la transition 

T — R. [Copyright Irving Geis.] 


c. L'état T est stabilisé par un réseau de ponts salins qui 

doivent être rompus pour passer à l'état R 

L'état R est stabilisé par la liaison de ligands. Mais pourquoi, 
en absence de ligand, l'état T est-il plus stable que l'état R? Sur 
les cartes de densité électronique de Hb à l'état R, les résidus 
C-terminaux de chaque sous-unité (Arg 141a et His 146) appa- 
raissent comme flous, ce qui suggère que ces résidus sont libres 
d'osciller dans la solution. Cependant, les cartes de la forme T 
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FIGURE 10-19 Réseaux de ponts salins et de liaisons hydrogène dans 
la désoxyHb. Toutes ces liaions, qui impliquent les deux derniers résidus 
de (a) les chaînes @ et (b) les chaînes B de la désoxyHb, sont rompues 


térieur des sous-unités et qui, de toute évidence, stabilisent l'état 
T (Fig. 10-18 et 10-19). Les changements de structure qui accom- 
pagnent la transition T — R détruisent ces ponts salins par un pro- 
cessus qui utilise l'énergie de formation de la liaison Fe—0,. 


d. La coopérativité de la liaison de l'O, à l'hémoglobine 
provient du changement conformationnel T — R 
La molécule d’hémoglobine peut être assimilée à une méca- 
nique de haute précision. La liaison de l'O, fait intervenir une série 
de mouvements parfaitement coordonnés : 


1. Le Fe(Il) de n'importe quelle sous-unité ne peut se dépla- 
cer dans le plan de son hème sans que son His proximale ne se 
réoniente afin d'éviter que ce résidu ne se heurte au cycle porphy- 
rique, 

2. L'His proximale se trouve si serrée par ses groupements voi- 
sins qu'elle ne peut se réorienter que si l'hélice F effectue préala- 
blement le déplacement à travers le plan de l'hème dont nous 
avons parlé. 

3. Le déplacement de l'hélice F n'est possible que s'il est 
accompagné du changement de structure quaternaire qui déplace 
le contact &,C-B,FG d'un tour le long de l'hélice æ,C. 

4. La rigidité des interfaces «,-B, et &;-B, nécessite que ce 
déplacement ait lieu simultanément aux deux interfaces «,-f, et 
ap. 


En conséquence, aucune sous-unité ou aucun dimère ne peut 
modifier un tant soit peu sa conformation indépendamment des 
autres. À vrai dire, les deux positions stables du contact a,C-B,FG 
font que l'Hb n'a que deux conformations quaternaires, R et T. 
Nous pouvons maintenant expliquer de façon rationnelle la 
coopérativité de la liaison de l'O, à l'Hb. Toute sous-unité de 
déeoxvHh ani çe lie à l'O doit recter dane l'état t à ranes de la 
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lors de la transition T — R. Les deux groupements qui participent à l'ef- 
fet Bohr en se déprotonant partiellement à l'état R sont indiqués par des 
signes « plus » en blanc. [Copyright Irving Geis.] 


ba 


conformation T du tétramère. Cependant, l'état t a une affinité 
réduite pour l'O, très probablement parce que sa liaison Fe—0, 
est étirée au delà de sa valeur normale, en raison des répulsions 
stériques entre l'hème et l'O,, et, dans les sous-unités B, à cause 
de la nécessité de déplacer la Val E11 hors du site de liaison de 
l'O;. Au fur et à mesure que l'O, se fixe au tétramère d'Hb, cette 
contrainte, due à l'énergie de la liaison Fe—O,, s'accumule dans 
les sous-unités qui ont lié le ligand, jusqu'à ce qu'elle soit assez 
forte pour faire basculer la molécule dans la conformation 
R. Toutes les sous-unités passent alors sous l'état r qu'elles soient 
ou non associées au ligand. Les sous-unités non associées au 
ligand dans l'état r ont une affinité accrue pour l'O, car elles sont 
déjà dans la conformation de liaison à l'O, Ceci explique la forte 
affinité de l’hémoglobine pour O, lorsqu'elle est proche de la satu- 
ration. 


e. La courbe sigmoïdale de liaison de l’O2 à l’hémoglobine 

est la résultante de ses courbes hyperboliques à l’état R 

et à l’état T 

Les stabilités relatives des états T et R, comme l'indiquent les 
valeurs de leurs énergies libres, varient avec la saturation partielle 
(Fig. 10-204). En absence de ligand, l'état T est plus stable que 
l'état R, et vice versa lorsque tous les sites de liaison du ligand sont 
occupés. La formation des liaisons Fe — O, provoque la diminu- 
tion de l'énergie libre des deux états T et R (ils deviennent plus 
stables) lors de l’oxygénation, même si la vitesse de cette diminu- 
tion est plus faible pour l'état T en raison de la contrainte imposée 
par la liaison du ligand sur les sous-unités en état t. La transfor- 
mation R == T étant un processus réversible, les molécules d'Hb 
qui ne sont que partiellement saturées (1, 2, ou 3 molécules d'O,) 
passent continuellement d’un état à un autre. 

La courbe de liaison de l'O, à l'Hb peut être assimilée à la 
réenttante dec rourhoc doc étate R TT (Fo 10) Prunr dac étate 
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FIGURE 10-20 Variations d'énergie libre et courbes de saturation de 
l'hémoglobine par l'O. (a) Variations d'énergie libre des états T et R de 
l'hémoglobine en fonction de leur saturation partielle, Yo: En l'absence 
d'O,, l'état T est plus stable et, quand il y a saturation par l'O, l'état R 
est plus stable, L'énergie libre des deux états diminue avec l'oxygénation, 
en raison de la liaison de l'O;. Cependant, la formation de la liaison 
Fetll) = O, est plus exergonique à l'état R qu'à l'état T, et de ce fait, les 


purs, tels que R ou T, ces courbes sont des hyperboles car la liai- 
son d'un ligand à un protomère n’est pas affectée par l'état des 
autres protomères en l'absence d'un changement de structure qua- 
temaire. Pour de faibles valeurs de pO,, l'Hb suit la courbe de 
faible affinité de l'état T et, pour des valeurs élevées de la pO,, elle 
suit la courbe de forte affinité de l'état R. Pour des pO, intermé- 
diaires, l'Hb présente une affinité pour l'O, qui varie entre celle de 
l'état T et celle de l'état R en même temps que la pO, augmente. 
La transition se traduit par la courbe sigmoïdale de la liaison de 
l'O, à l’hémoglobine. 


D. Vérification du mécanisme de Perutz 


Le mécanisme proposé par Perutz est une description du compor- 
tement dynamique de l’Hb fondée essentiellement sur les stuctures 
statiques de ses états finaux R et T. Par conséquent, en l'absence 
de démonstration directe que l'Hb suit véritablement le mécanisme 
proposé de changement d'états conformationnels, le mécanisme de 
Perutz doit être considéré, du moins en partie, comme conjectural. 
Malheureusement, les méthodes physiques qui permettent de 
suivre les changements dynamiques dans les protéines sont, encore 
de nos jours, incapables de fournir une description détaillée de ces 
changements. Néanmoins, certains aspects du mécanisme de Per- 
uIZ sont élayés par des mesures statiques que nous étudierons ci- 
dessous et dans la Section 10-3, 


a. Les ponts salins C-terminaux sont nécessaires au 
maintien de l’état T 
Le rôle présumé des ponts salins C-terminaux dans la stabili- 
sation de l’état T a été confirmé par modification chimique de l'Hb 
humaine. La suppression de l'Arg 141@ C-terminale (en traitant 
les chaînes « isolées avec la carboxvnentidase B puis en reconsti- 


PO: 


stabilités relatives de ces deux états s'inversent pour des niveaux intérmé- 
diaires d'oxygénation. (b) La courbe sigmoïdale de liaison de l'O, à l'Hb 
(en violer) est la résultante de ses courbes de linison hyperboliques à 
l'état R (en rouge) et à l'état T (en bleu): elle est plus proche d'une 
courbe de type T pour les valeurs de pO, faibles et plus proche d'une 
courbe de type R pour les valeurs de pO, élevées. 


de l'O, (la constante de Hill est de 1,7 alors que sa valeur normale 
est de 2,8). Il n'y a plus de coopérativité après suppression sup- 
plémentaire de l'autre résidu C-terminal, His 146$ (la constante de 
Hill vaut alors environ 1,0). Apparemment, sans ses ponts salins 
C-terminaux, la forme T de l'Hb est instable. En fait, la désoxyHb 
humaine sans ses résidus C-terminaux cristallise sous une forme 
très proche de celle de l'oxyHb humaine normale. 


b. La tension de la liaison Fe—0, a été démontrée par 

spectroscopie 

Le déplacement du Fe dans le plan de l'hème après oxygéna- 
tion est couplé mécaniquement par l'intermédiaire de l'His proxi- 
male lors de la transition T — R. Inversement, si l'on oblige 
l'oxyHb à passer sous la forme T, une tension doit s'exercer sur le 
Fe, par l'intermédiaire de l'His proximale, qui doit tendre à sortir 
le Fe du plan de l’hème. Perutz a démontré l'existence de cette ten- 
sion de la manière suivante, Les six groupements phosphate de 
l'IHP lui permettent de se lier à la désoxyHb avec une affinité très 
supérieure à celle du BPG (la base structurale de la liaison du BPG 
sera vue dans la Section 10-2F) : la présence d'IHP tend par consé- 
quent à forcer l'Hb à prendre la conformation T. Réciproquement, 
le monoxyde d'azote (NO) se lie à l'Hb beaucoup plus fortement 
que l'O, et tend par conséquent à forcer l'Hb à prendre la confor- 
mation R. Des analyses spectroscopiques montrent les consé- 
quences de la fixation simultanée du NO et de l'IHP à l'Hb: 


1 Comme prévu, le NO fait entrer le Fe dans le plan de 
l'hème, 

2. L'IHP force la molécule d'Hb à prendre l'état T grâce à 
l'intervention des « engrenages » et des « leviers » qui assurent les 
changements conformationnels quatemaires et tertiaires, entraî- 
nant ainsi l'His proximale dans la direction onnosée. l'éloienant du 
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La liaison entre l'His proximale et le Fe n'est pas assez forte pour 
«survivre » à ces deux forces opposées «irrésistibles » ; elle se 
rompt tout simplement. L'observation spectroscopique de ce phé- 
nomène confirme donc l'existence de cette tension hème-protéine 
prévue dans le mécanisme de Perutz. 


c. La coopérativité est quasi perdue si l’on détache l'His 

proximale de l'hélice F 

Pour mieux étudier expérimentalement l'origine de la coopé- 
rativité de l'hémoglobine, Chien Ho remplaça par mutagenenèse 
l'His proximale par Gly dans les sous-unités &, les sous-unités 
B, ou les sous-unités &« et B. Le noyau imidazole manquant 
(celui de l'His proximale) fut remplacé par un groupement imi- 
dazole, lequel lie le Fe de l'hème (plusieurs expériences le 
démontrent) tout comme le fait l'His proximale, Il en résulte une 
rupture du lien covalent qui, d'après le modèle de Perutz, relie 
le mouvement du Fe dans le plan de l’hème, induit par le ligand, 
et le mouvement concomitant de l'hélice F. Dans les trois cas, 
et en accord avec le modèle de Perutz, ce détachement proximal 
augmente considérablement l'affinité de l'hémoglobine pour le 
ligand, réduit sa coopérativité, et empêche la transition quater- 
naire T — R. Cependant, ces mutants de l’hémoglobine mani- 
festent une faible coopérativité résiduelle. Ceci suggère que les 
groupements hèmes communiquent aussi autrement que par le 
biais d'un couplage covalent entre l'hélice F et l'His proximale. 
Ces autres mécanismes pourraient impliquer des mouvements de 
groupements de la protéine, qui contactent l'hème (voir Fig. 10- 
12 et 10-15), en réponse à l'affaissement du dôme de l’hème 
suite à la liaison du ligand, tout comme des mouvements des His 
distales des sous-unités & et B, et/ou de la Val EI des sous- 
unités B, dont les chaînes latérales doivent s’écarter lorsque le 
ligand s’unit à l'Hb. 


E. Origine de l'effet Bohr 


L'effet Bohr — la libération d'ions H° par l’hémoglobine 
lorsque l'O, s'y fixe — s'observe aussi quand l'Hb fixe 
d’autres ligands. /{ est dû à des changements de pK de plu- 
sieurs groupements, provoqués par des modifications dans 
leurs environnements locaux au cours de la transition T — R 
de l'Hb. Les groupements impliqués sont les groupements 
amino N-terminaux des sous-unités @ et l'His C-terminale des 
sous-unités B. Ils ont été identifiés par des études chimiques 
et structurales et leurs contributions quantitatives à l'effet Bohr 
ont été calculées. 

En faisant réagir les sous-unités & de l'Hb avec du cyanate 
on provoque la carbamylation spécifique de ses groupements 
aminés N-terminaux (Fig. 10-21). Lorsqu'on mélange ces sous- 
unités @ carbamylées avec des sous-unités B, l'hémoglobine 
reconstituée a perdu entre 20 à 30% de l'effet Bohr normal. 
Cela s'explique si l'on compare les structures par rayons X de 
la désoxyHb et de la désoxyHb carbamylée. Avec la désoxyHb, 
un ion C[° se lie entre le groupement aminé N-terminal de Val 
1@, et le groupement guanidino de Arg 141, (le résidu C-ter- 
minal; Fig. 10-19), Cet ion CT est absent de la désoxyHb car- 
bamylée. Il est également absent de l'Hb normale à l'état R car 
ses résidus C-terminaux ne sont pas maintenus en place par des 
ponts salins (origine de la liaison préférentielle de l'ion CT à 
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FIGURE 10-21 Réaction du cyanate avec les formes non protonées 
{nucléophiles) des groupements aminés primaires. Pour des pH phy- 
siologiques, les groupements aminés N-terminaux, dont le pK est proche 
de 8,0, réagissent facilement avec le cyanate. Cependant, les groupements 
£-aminés de Lys (pK = 10.8). sont protonés à 100 % et ne réagissent donc 
pas. 


minaux des polypeptides ont normalement des pA proches de 
8,0. Cependant, dans le cas des sous-unités & de la désoxyHb, 
le groupement aminé N-terminal subit l'influence électrosta- 
tique de son ion CT étroitement associé, ce qui augmente sa 
charge positive en fixant des protons plus solidement et élève 
donc son pK. Puisqu'au pH du sang (7,4) les groupements 
aminés N-terminaux ne sont que partiellement chargés, ce chan- 
gement de pK leur permet de fixer plus de protons à l'état T 
qu'à l'état R. 

La chaîne f de l'Hb participe aussi à l'effet Bohr. L'enlèvement 
de son résidu C-terminal, l'His 1468, diminue l'effet Bohr de 
40%. Dans la désoxyHb normale, le noyau imidazole de l'His 
1468 s'associe au carboxylate de l'Asp 948 de la même sous-unité 
(Fig. 10-18 et 10-19b) pour former un pont salin absent à l'état 
R. Des mesures par RMN du proton montrent que la formation de 
ce pont salin augmente le pX du groupement imidazole, qui passe 
de 7,1 à 8,0. Cet effet rend indubitable la participation de l'His 
1468 à l'effet Bohr. 

Environ 30 à 40% de l’effet Bohr restent inexpliqués. Cela 
provient sans doute de faibles contributions des nombreux résidus 


: His de surface dont les environnements sont modifiés lors de la 


transition T — R de l'hémoglobine [His étant le seul résidu dont 
le pK intrisèque (6,04) est proche des valeurs de pÆ physiolo- 
giques, de faibles modifications de ce pK modifieront considéra- 
blement le nombre de protons qui s'y lient]. De fait, les mesures 
par RMN de Ho montrent que la transition T — R entraîne de 
légers changements du pK de ces différents résidus His, bien que, 
curieusement, certains d’entre eux sont tels que l'effet Bohr devrait 
diminuer. 


F. Base structurale de la liaison du BPG 


Le BPG diminue l'affinité de l'Hb pour l'oxygène en se liant 
préférentiellement à son état désoxy (Section 10-1D), La liaison 
du BPG, qui porte quatre charges négatives dans des conditions 
physiologiques, à la désoxyHb est affaiblie par de fortes concen- 
trations en sel, suggérant que cette association est de nature 
ionique, Cette explication est corroborée par la structure par 
rayons X du complexe BPG-désoxyHb qui montre que le BPG 
se fixe dans la cavité centrale de la désoxyHb sur son axe d'ordre 


FIGURE 10-22 Liaison du BPG à la désoxyHb, Vue vers le bus dans 
Laxe dé symétrie réel d'ordre deux de la molécule (même vue que dans 
ln Fig. 10-134). Le BPG (en rouge), avec ses cinq groupements anio- 
niques, se lie dans la cavité centrale de la désoxy Hb, où il est emtouré par 
un anneau de huit chaînes latérales cationiques (en bleu) qui se projettent 
depuis Les deux sous-unités B. À l'état R, la cavité centrale est trop 
étroite pour contenir le BPG (Fig. 10-13b). Les dispositions des ponts 
salins et des liaisons hydrogène entre les sous-unités ©, et B, qui stabili- 
sent en partie l'état T (Fig. 10-18 et 10-19h) sont indiquées en bas à 
droite. (Copyright Irving Geis.] 


des distances qui permettent l'établissement de liaisons hydro- 
gène et de ponts salins avec les formes cationiques de la Lys 
EFG(&2), de l'His H21(143), de l'His NA2(2), et des groupe- 
ments aminés N-terminaux des deux sous-unités B (Fig. 10-22). 
La transformation T — R rapproche les deux hélices H B, ce qui 
rétrécit la cavité centrale (comparer les Fig. 10-13a et b) et 
chasse! le BPG. Elle augmente aussi la distance entre les grou- 
pements aminés N-terminaux de 16 à 20 À, ce qui les empêche 
de former des liaisons hydrogène simultanément avec les grou- 
pements phosphates du BPG. Le BPG stabilise donc la confor- 
mation T de l'Hb en établissant des liaisons croisées avec les 
sous-uhités B. Cela déplace l'équilibre T == R vers l'état T, 
ce qui! diminue l'affinité de l'Hb pour l'O.. 

Lastructure du complexe BPG-désoxyHb indique également 
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BPG que l'HbA (Section 10-1D). L'His H21(143)$ cationique 
de HbA est changée en un résidu Ser non chargé dans la sous- 
unité y de HbF (sous-unité de type f), ce qui élimine une paire 
d'interactions ioniques stabilisant le complexe BPG-désoxyHb 
(Fig. 10-22). 

L'excès de charges positives entourant la cavité centrale de 
l'Hb est aussi partiellement responsable de l'effet allostérique 
des ions CF dans la stabilisation de l'état T par rapport à 
l'état R (le reste est dû à la participation des ions CF au 
réseau de ponts salins dans l'état T; Fig. 10-19a). La cavité 
centrale est plus grande à l'état T qu'à l'état R (Fig. 10-13), 
de sorte que plus d'ions CI occupent ce canal à l'état T qu'à 
l'état R. L'excès d'ions CT réduit par protection électrosta- 
tique les répulsions mutuelles des charges positives, ce qui 
stabilise l'état T. 


G. Rôle du résidu His distal 


Paradoxalement, la liaison de l'O, protège le Fe de l'hème de 
l'auto-oxydation: la vitesse d'oxydation de la Mb diminue 
lorsque la pression partielle de l'O; augmente, Cela vient de 
ce que l'oxydation du Fe de l'hème est catalysée par des pro- 
tons qui sont réduits par le fer de l'hème et qui, à leur tour, 
réduisent l'O, du solvant en ion superoxyde (0;). L'O, lié 
protège évidemment le Fe de l'hème contre l'attaque par les 
protons. 

Le remplacement, par génie génétique, de l'His distale de la 
Mb par un autre résidu diminue l'affinité de la Mb pour l'O, et 
augmente la vitesse de son auto-oxydation. L'Asp, comme source 
de protons, augmente à cette position la vitesse d'auto-oxydation 
de la Mb de 350 fois, la plus grande augmentation obtenue de 
tous les résidus, tandis que Phe, Met, et Arg n'accélèrent que 
d'un facteur 50, soit le plus faible observé. Cependant, le noyau 
imidazole de l'His distale, qui a un pK de 5,5 et qui est donc 
neutre à pH neutre et dont l'atome N, non protoné est en face 
de la poche de l’hème (Fig. 10-12), agit comme un piège à 
proton, protégeant ainsi le Fe des protons. Ainsi, pour citer 
Perutz, « Evolution is a brilliant chemist. » 


3 M HÉMOGLOBINES ANORMALES 


Les hémoglobines mutantes ont été particulièrement intéressantes 
pour étudier les relations structure-fonction des protéines car 
l'Hb est la seule protéine de structure élucidée et facile à puri- 
fier dont on connaît un grand nombre de variantes naturelles bien 
caractérisées. L'étude de malades et l'examen en routine 
d'échantillons de sang humain par électrophorèse a permis de 
découvrir plus de 860 hémoglobines variantes, dont >90 % sont 
dues à la substitution d'un seul acide aminé dans une chaîne 
polypeptidique de globine (pour une compilation des Hb 
variantes humaines, voir http://globin.cse.psu.edu), Dans cette 
section, nous étudierons la nature de ces hémoglobinopathies. 
Les maladies dues à un défaut dans la synthèse de globine, les 
thalassémies, sont étudiées dans la Section 34-2G. Il faut savoir 
que, chaque année, environ 300 000 individus naissent avec de 
graves problèmes dus à l'hémoglobine, et qu'environ 5% de la 

ion mondiale est porteuse d'une hémoglobine variante 
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A. Pathologie moléculaire de l'hémoglobine 


La conséquence physiologique d'une substitution d'un acide 
aminé dans l'Hb peut, dans la plupart des cas, s'expliquer en fonc- 
tion de sa localisation moléculaire : 


1. Changements de résidus de surface 


Les changements de résidus de surface sont généralement inof- 
fensifs car la plupart de ces résidus n'ont pas de rôle fonction- 
nel particulier {bien que l'Hb de l'anémie falciforme (HbS) soit 
une exception frappante à cette généralisation; Section 10-3B]. 
Par exemple, l'HbE [Glu B8(26)B — Lys}, l'Hb humaine 
mutante la plus courante après l'HbS (près de 10% de la popu- 
lation dans certaines régions du Sud-Est asiatique), ne donne lieu 
à aucune manifestation clinique, ni chez les hétérozygotes, ni 
chez les homozygotes. Environ la moitié des mutations connues 
de l'Hb sont de ce type et n'ont été découvertes qu'accidentel- 
lement ou à la suite d'examens systématiques sur de vastes popu- 
lations. 


2. Changements de résidus internes 


Des changements de résidus internes déstabilisent souvent la 
molécule d'Hb. Les produits de dégradation de ces hémoglobines, 
en particulier ceux provenant de l'hème, forment des précipités 
granuleux (appelés corpuscules de Heinz) qui s'adsorbent par 
interactions hydrophobes à la membrane des érythrocytes. Il s'en- 
suit une augmentation de la perméabilité de la membrane, ce qui 
entraîne une lyse cellulaire prématurée, Les porteurs de ces hémo- 
globines instables souffrent d'une anémie hémolytique plus ou 
moins grave. 

La structure de l'Hb est en équilibre si précaire que de faibles 
changements structuraux peuvent la rendre non fonctionnelle, Cela 
peut être dû à l'affaiblissement de l'association hème-globine ou à 
d'autres changements conformationnels. Par exemple, le groupe- 
ment hème peut être délogé de son étroite poche de liaison hydro- 
phobe. C'est le cas de l'Hb Hammersmith (les Hb variantes sont 
souvent désignées d'après le nom de la localité où elles ont été 
découvertes) dans laquelle la Phe CD1(42) B, résidu invariant qui 
maintient l'hème dans sa poche (voir Fig. 10-12), est remplacée 
par une Ser. L'ouverture qui en résulte permet à l'eau d'entrer dans 
la poche de l'hème et d'en chasser celui-ci, car il est hydrophobe 
{la Phe CDI et l'His F8 proximale sont les seuls résidus invariants 
de toutes les hémoglobines connues). De même, dans l'Hb Bris- 
tol, la substitution de l'Asp par une Val E11(67)B, qui ferme en 
partie la poche de liaison de l'O,, place un groupement polaire au 
contact de l'hème. Cela affaiblit la liaison de l'hème à la protéine, 
sans doute en facilitant l'entrée de l’eau à l'intérieur de la sous- 
unité, normalement hydrophobe. 

L'Hb peut aussi être déstabilisée à la suite de perturbations 
dans ses éléments de structures secondaire, tertiaire, et/ou qua- 
ternaire. L'instabilité de l'Hb Bibba est due au remplacement de 
la Leu H19(136)a par une Pro («briseuse d'hélice »). De même, 
l'instabilité de l'Hb Savannah vient de la substitution, par une 
Val, de la Gly B6(24)8 très conservée qui est située sur l'hélice 
B où elle croise l'hélice E dans un espace restreint ne pouvant 
accepter d'autres chaînes latérales qu'un atome d’H (Fig. 10-13). 
Le contact &,-f,, stable dans les conditions physiologiques, peut 


Btra monde an race dan mandifratinn ectmartmeala ani en nnnhuts 


dans l'Hb Philly où la Tyr C1(35)B, qui participe au réseau de 
liaisons hydrogène à l'interface @,-B,, est remplacée par une 
Phe. 


3. Changements qui stabilisent la methémoglobine 


Des changements au niveau du site de liaison de l'O, qui stabili- 
sent l'hème dans l'état d'oxydation Fe(lll) ne permettent plus la 
liaison de l'O, aux sous-unités défectueuses. Ces methémoglo- 
bines sont appelées HbM et les personnes qui en sont porteuses 
souffrent de methémoglobinémie. Elles ont généralement une 
peau bleuâtre (la cyanose), due à la présence de désoxyHb dans le 
sang artériel. 

Toutes les methémoglobines connues résultent de substitu- 
tions qui donnent à l'atome de Fe un atome d'oxygène anio- 
nique comme ligand. Dans l'Hb Boston, le remplacement, par 
une Tyr, de l'His E7(58)a (l'His distale, qui protège l'hème 
contre l'oxydation; Section 10-2G) permet la formation d'un 
complexe de coordinence-S Fe(Ill) avec l'ion phénolate du 
mutant Tyr E7 déplaçant ainsi le noyau imidazole de l'His 
F8(87) comme ligand apical (Fig. 10-23a). Dans l'Hb Milwau- 
kee, le groupement 7-carboxylate du Glu qui remplace la Val 
E11(167)B forme une paire d'ions avec un complexe de coor- 
dinence-5 Fe{Ill) (Fig. 10-23b). Les ions phénolate et glutamate 
de ces methémoglobines stabilisent fortement l'état d'oxydation 
Fe(IIl), si bien que la methémoglobine réductase ne peut les 
réduire sous forme Fe(Il). 

Les porteurs d'HbM sont cyanosés de manière inquiétante et 
leur sang est de couleur brun chocolat, même si leurs sous-unités 
normales sont oxygénées. Dans le nord du Japon, cet état est 
appelé « bouche noire » et est connu depuis des siècles ; il est dû à 
la présence de l'HbM Iwate [His F8(87) & — Tyr]. Les methé- 
moglobines ont des constantes de Hill de l’ordre de 1,2, ce qui 
indique une coopérativité diminuée par rapport à l'HbA même si 
l'HbM, qui ne peut lier que deux molécules d'oxygène, peut avoir 
une constante de Hill maximum de 2 (les chaînes & ou B non modi- 
fiées restent fonctionnelles). gement, les hétérozygotes ayant 
de l'HbM, avec en moyenne une sous-unité & ou B non fonction- 
nelle par molécule d'Hb, n'ont pas de symptômes. De toute évi- 
dence, la quantité d'O, libéré dans leurs capillaires est dans les 
normes. Cependant, on ne connaît pas d'homozygotes HbM; cet 
état est certainement létal. 


4. Changements à l'interface a,-B, 


Des changements au niveau du contact &,-f; interfèrent souvent 
avec les modifications de la structure quaternaire de l'hémoglo- 
bine. La plupart de ces hémoglobines ont une affinité accrue 
pour l'O, et de ce fait n’en libèrent que des quantités inférieures 
à la normale dans les tissus. Les personnes qui ont cette Hb com- 
pensent ce défaut en augmentant la concentration d'érythrocytes 
dans leur sang. Cet état, appelé polycythémie, donne souvent un 
teint rougeâtre. Certaines substitutions d'acides aminés à l’inter- 
face &,-f;, entrainent, au contraire, une diminution de l’affinité 
pour l'O;. Les personnes ayant cette hémoglobine sont cyano- 
sées. 

Des substitutions d'acide aminé au contact &,-fB, peuvent 
modifier les stabilités relatives des formes R et T de l’hémo- 
globine, changeant ainsi son affinité pour l'O;. Par exemple, le 
remplacement de l'Asp G1(99)B par une His dans l'Hb 
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FIGURE 10-23 Exemples de mutations qui stabilisent l’état d'oxyda- 
tion Fe(Lit) de l'hème. (4) Modifications dans la poche de l'hème de la 
sous-umié où en passant de la désoxyHbA à l'Hb Boston [His E7(58)a —+ 
Ty]. L'ion phénolate de la Tyr mutante devient le cinquième ligand de 
Vatome de Fe, déplaçant ainsi l'His proximale [F8(87)a]. [D'après Pulsi- 
nel, P.D., Perutz, MF. and Nagel, RL., Proc. Natl. Acad. Sci, 70, 3872 


bilise la forme T de l'Hb (Fig. 10-17). Le noyau imidazole 
intrus joue également le rôle d'un coin qui écarte les sous- 
unités et leur fait prendre la conformation R. Cette modifica- 
tion déplace l'équilibre T — R en faveur de l'état R ce qui 
explique la forte affinité de l'Hb Yakima pour l'O, (ps = 12 
torr, contre 26 torr pour HbA dans des conditions physiolo- 
giques) et une absence totale de coopérativité (la constante de 
Hill = 1,0). Par contre, le remplacement de l'Asn G4(102)B par 
une Thr dans l'Hb Kansas annule la liaison hydrogène du 
contact @,-f, qui stabilise l'état R (Fig. 10-17b) et ainsi cette 
Hb reste à l'état T en se liant à l'O,. L'Hb Kansas a donc une 
faible affinité pour l'O, (ps = 70 torr) et une faible coopérati- 
vité (constante de Hill = 1,3). 


B. Base moléculaire de l’anémie falciforme 


La plupart des variantes pathologiques de l'Hb ne concernent que 
quelques individus, et pour beaucoup la mutation s'est produite 
chez eux. Cependant, environ 10 % des noirs américains et près de 
25 % des noirs africains sont des hétérozygotes pour l'hémoglo- 
bine des cellules falciformes (HbS)., Comme nous l'avons vu 
(Section 7-3A), l'HbS est due à la substitution du Glu A3(6)B, 
résidu hydrophile de surface, par une Val (résidu hydrophobe) (Fig. 
10-13). La fréquence de l'HbS résulte de la protection qu'elle 
assure aux hétérozygotes contre la malaria. Cependant, les homo- 
zygotes pour HbS, qui sont quelque 50 000 aux États-Unis, sont 
sévèrement atieints par une anémie hémolytique associée à des 
troubles circulatoires douloureux, invalidants, et quelquefois fatals 
dus aux formes irrégulières et à la rigidité des érythrocytes qui 
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(1973).} (b) Structure de la poche de l'hème de la sous-unité B de l'Hb 
Milwaukee [Val E11(67)5 — Glu]. Dans ce cas, le groupement carboxy- 
late du résidu Glu mutant forme une paire d'ions avec l'atome de Fe de 
l'hème ce qui stabilise son état Fe(I1). [D'après Perutz, M.F., Pulsinelli, 
P.D.. and Ranney, H.M., Nature 237, 260 (1972).] 


a. Les fibres d’'HbS sont stabilisées par des contacts 
intermoléculaires impliquant la Val 86 et d'autres 
résidus 
La forme en faucille des érythrocytes qui contiennent de l'HbS 

résulte de l'agrégation (polymérisation) de la désoxyHS en fibres 

rigides qui s'étendent sur toute la longueur de la cellule (Fig. 10- 

24). La microscopie électronique montre que ces fibres sont des 

tiges elliptiques de 220 À de diamètre environ et de section hexa- 

gonale, comportant 14 chaînes constituées de molécules de 


FIGURE 10-24 Micrographie électronique de fibres de désoxyHbS 
sortant d’un érythrocyte déchiré, [Avec la permission de Robert 
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FIGURE 10-25 Fibres de désoxyHDbS de 220 A de diamètre. 

(a) Micrographie électronique d'une fibre en « coloration négative », Le 
dessin interprétatif en partie découpé qui l'accompagne montre li rela- 
ton entre bes brins internes et externes: les sphères représentent les 
molécules d'HbS individuelles. La fibre a une disposition en couche 
répétitive de 64 À et une torsion modérée de sorte qu'elle se répète 
tous les 350 À le long de l’uxe de la fibre. [Avec la permission de 
Stuart Edelstein, Université de Genève] Ch) Un modèle, vu en section 
transversale, de la fibre d'HbS d'après la structure cristalline de l'HbS 
et des reconstitutions à trois dimensions de micrographies électroniques 


désoxyHbS enroulées en hélice qui s'associent en paires parallèles 
(Fig. 10-25 et 10-264). 

La relation structurale entre les molécules d'HbS et les paires 
de chaînes d'HbS parallèles a été établie par analyse de la struc- 
ture par rayons X de cristaux de désoxyHbS. Quand cette structure 
cristalline a été déterminée pour la première fois, il n'était pas évi- 
dent que les contacts intermoléculaires dans le cristal étaient sem- 
blables à ceux observés dans la fibre. Cependant, on s'est aperçu 
que les fibres d'HbS se transforment lentement pour donner ces 
cristaux sans changements notables dans leur spectre de diffraction 
par rayons X, ce qui signifie que les fibres, du point de vue de la 
structure, ressemblent aux cristaux. La structure d'un cristal de 
désoxyHbS est formée de doubles filaments de molécules de HbS 
dont plusieurs contacts intermoléculaires sont schématisés dans la 
Fig. 10-26b. Une seule des deux Val 68 par molécule de HbS éta- 
blit un contact avec une molécule voisine. Dans ce contact, la 
Chaine latérale de la Val (résidu muté) remplit une poche hydro- 
phobe à la surface d'une sous-unité B d’une molécule adjacente 


de fibres d'HbS, Les résidus dans les 14 molécules d'HbS sont repré- 
sentés par des sphères centrées sur les positions des C. Les résidus 
qui établissent des comacts inter-double brin. intra-double brin latéral 
ct intra-double brin axial sont colorés respectivement en rouge, vert, et 
bleu, avec des teintes plus claires ou plus sombres pour les résidus qui 
établissent des contacts respectivement < 8 À ou < 5 À. Les résidus 
des chaînes & et P qui sont en dehors des zones de contact sont colo- 
rés en blanc, [Avec la permission de Stanley Watowich, Leon Gross, et 
Robert Josephs, University of Chicago] 


26e). Cette poche est absente dans l'oxyHb. D'autres contacts 
impliquent des résidus que l'on trouve aussi dans l'HbA, dont Asp 
73B et Glu 23a (Fig. 10-26h). Cependant, le fait que la 
désoxyHbA ne s'agrège pas en fibres, même à très fortes concen- 
trations, indique que le contact impliquant la Val 68 est indispen- 
sable à la formation de la fibre. Cette conclusion est corroborée 
par l'observation qu'une Hb humaine modifiée par génie génétique 
dans laquelle le Glu 68 est remplacé par une Ile (qui ne diffère 
d'une Val que par un groupement CH, supplémentaire et qui est 
donc encore plus hydrophobe) est moitié moins soluble que l'HbS 
dans du phosphate 1,8M. 

L'importance des autres contacts intermoléculaires pour l'inté- 
grité structurale des fibres de HbS a été démontrée en étudiant les 
effets d'autres hémoglobines mutantes sur la gélification (polymé- 
risation) de l'HbS. Par exemple, l'Hb Harlem, double mutante 
{Glu 6B — Val + Asp 73 — Asn), demande une plus forte concen- 
tration pour se gélifier que l'HbS (Glu 68 —> Val); de même, des 
mélanges d'HbS et d'Hb Korle-Bu (Asp 73B — Asn) se gélifient 


FIGURE 10-26 Structure de la fibre de désoxyHbS. (a) Disposition 
des molécules de désoxyHbS dans la fibre. [Copyright Irving Geis.] (b) 
Représentation schématique montrant les contacts intermoléculaires dans 
la structure cristalline de la désoxyHbS. Les résidus en lettres blanches 
participent à ces contacts. Remarquer que la seule association intermolé- 
culaire à laquelle participe le résidu mutant Val 6f met en jeu la sous- 
unité B;; la Val 6 de la sous-unité f, est libre. [D'après Wishner, B.C., 


HbA. Ces observations suggèrent que l'Asp 738 occupe un site de 
contact intermoléculaire important dans les fibres de HbS (Fig. 10- 
26b). De même, le fait que des tétramères hybrides formés de sous- 
unités & de l'Hb Memphis (Glu 23& — Gin) et de sous-unités B de 
HbS se gélifient moins facilement que l'HbS, indique que le Glu 
23a participe également à la polymérisation des fibres de HbS (Fig. 
10-26b). Les autres résidus en lettres blanches dans la Fig. 10-26b 


nnt Âne imnlinatinne analhoune Aane lne intnrantinne line à l'LIRC 


Section 10-3. Hémoglobines anormales 343 


Ward, K.B.. Lattman, EE, and Love, WE., Z. Mol. Biol, 98, 192 
(1975).] (e) Le mutant Val 6B, s'encastre parfaitement dans la poche 
hydrophobe formée essentiellement par la Phe 85 et la Leu 8S d'une 
sous-unité f, adjacente. Cette poche, localisée entre les hélices E et F à 
la périphérie de la poche de l’hème, est absente dans l'oxyHb et est trop 
hydrophobe pour contenir La chaîne latérale normale du Glu 68. [Copy- 
right Irving Geis.] 


b. Le début de la gélification de l'HbS est un processus 

complexe 

La gélification de l'HbS, que ce soit en solution ou à l'intérieur 
des globules rouges, suit une cinétique inhabituelle, On peut pro- 
voquer la gélification d’une solution d'HbS en abaissant la pO,. en 
augmentant la concentration de l'HbS, et/ou en élevant la tempé- 
rature, Selon les conditions qui permettent la gélification, il y a un 
temnc de latence renrnductihle aui varie de nuelauee millicernndes 
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FIGURE 10-27 Cinétique de gélification de la désoxyHbS. (a) Mesure 
de la gélitication par calorimétnie (en jaune) et par méthode optique (en 
violet). La gélification d'une solution de 0,233 g + mL! de désoxyHbS a 
été déclenchée par élévation rapide de La température depuis 0 °C, où 
l'HbS est soluble, à 20 °C; r, est le temps de latence, (b) Un tracé log- 


à plusieurs jours : pendant ce temps, aucune fibre d'HbS ne peut 
être détectée. Ce n'est qu'après le temps de latence que les fibres 
apparaissent et la gélification est achevée en un temps égal à envi- 
ron la moitié du temps de latence (Fig. 10-27a). 

William Eaton et James Hofrichter ont découvert que le temps 
de latence, r,, est dépendant de la concentration selon l'expression 


1 (5) 

la c, 
où c, est la concentration totale en désoxyHbS avant la gélification, 
c, la solubilité de la désoxyHbS mesurée après gélification totale, 
et À et n sont des constantes. L'analyse graphique des résultats 
indique que 4 est de l'ordre de 1077 s°! et que n est compris entre 
30 et 50 (Fig. 10-27b). Cela constitue un résultat remarquable : on 
ne connaît pas d'autre processus se déroulant en solution et 


dépendant de la concentration à la puissance 30. 
Un processus en deux étapes rend compte de l'Eq. [10.13]: 


1. Tout d'abord, les molécules d'HbS s’agrègent de manière 
séquentielle pour former un noyau constitué de m” molécules 
d'HbsS (Fig. 10-28a): 


[10.13] 


HS == (HbS), == (HIS), == : : 
+= (HbS),, — Croissance 


Les agrégats prénucléaires sont instables et se décomposent faci- 
lement, mais une fois le noyau formé, il adopte une structure stable 
qui s’allonge rapidement pour former la fibre d'HbS. 


2. Lorsqu'une fibre est formée, elle peut initier le développe- 
ment d'autres fibres (Fig. 10-28b). Ces fibres nouvellement for- 
mées vont, à leur tour, initier le développement d'autres fibres, 
etc. ce dernier processus est donc autocatalytique. 


Le processus initial de nucléation en milieu homogène (en solu- 
tion) rend compte de sa très forte dépendance vis-à-vis de la concen- 
tration (Eq. [10.13]), tandis que la nucléation hétérogène qui suit 
(elle se déroule sur une surface, celle d'une fibre dans ce cas) est res- 
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log montrant que 1/1, pour la gélification de la désoxyHbS à 30 °C 
dépend de la concentration. La pente de cette droite est de l'ordre de 30. 
[D'après Hofrichter, J., Ross, P.D., and Eaton, W.A., Proc. Natl. Acad. 
Sci. 71, 4865, 4867 (1974).] 


L'hypothèse cinétique exposée ci-dessus suggère pourquoi 
l'anémie falciforme est caractérisée par des crises épisodiques 
dues à l'interruption du flux sanguin. Les fibres d'HbS se dissol- 
vent presque instantanément après oxygénation, d'où leur absence 
dans le sang artériel. Il faut entre 0,5 et 2 s aux érythrocytes pour 
traverser les capillaires, où la désoxygénation insolubilise 
l'HbS. Si le temps de latence, r,, pour la formation des fibres est 
supérieur au temps de passage dans les capillaires, il n°y aura pas 
d'interruption de la circulation (bien que la formation des fibres 
dans les veines la membrane des érythrocytes). 
Cependant, l'Eg. [10.13] montre que de faibles augmentations de 
la concentration d'HbS, c,, et/ou de légères diminutions de la solu- 
bilité de l'HbS, c,, dans des conditions qui déclenchent les crises 
d’anémie falciforme, comme la déshydratation, le manque d’oxy- 
gène et la fièvre, se traduisent par des diminutions significatives de 
1 Une fois qu'une obstruction s'est produite, le manque d'oxy- 
gène qui en résulte et le ralentissement de la circulation dans cette 
zone aggravent la situation. 

L'hypothèse cinétique du processus a des implications cli- 
niques importantes pour le traitement de l’anémie falciforme. Les 
hétérozygotes pour l'HbS, dont le sang contient généralement 
environ 60 % de HbA et 40 % de HbS, montrent rarement l'un des 
symptômes de la maladie, Le 1, de la gélification de leur Hb est 
environ 10° fois plus grand que celui des homozygotes. Par consé- 
quent, un traitement de l'anémie falciforme qui augmenterait la 
valeur de f, de cette quantité, correspondant à une diminution du 
rapport c, /c, d'un facteur d'environ 1,6, réduirait les symptômes de 
la maladie. Trois stratégies thérapeutiques différentes pour aug- 
menter le 1, et donc inhiber la gélification d'HbS sont à l'étude : 


1. La désorganisation des interactions intermoléculaires, 
augmentant ainsi c,. La synthèse de molécules conçues sur base de 
la structure par rayons X de l'HbS pour se lier de manière stéréo- 
spécifique aux zones de contact intermoléculaire de l'HbS semble 
particulièrement intéressante. Il faudrait cependant administrer de 
grandes quantités d’une telle substance pour qu'elle se lie aux 
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FIGURE 10-28 Mécanisme de double nucléation lors de la gélification 
de la désoyHbS, (a) L'agrégation initiale des molécules d'HbS (cercles) se 
fait très lentement cur ce processus est thermodynamiquement défavorable, 
d'où une tendance des intermédiaires à se décomposer au lieu de se déve- 
lopper. Cependant, sitôt qu'un agrégat atteint une certaine taille, le noyau 


encore aucun médicament de ce type qui possède un rapport eff- 
cacité/toxicité assez élevé pour être utilisé en clinique. 

2. L'utilisation d'agents qui augmentent l’affinité de l’hémo- 
globine pour l'O,, diminuant ainsi la valeur de c,. Par exemple, 
l'administration de cyanate entraîne la carbamylation des groupe- 
ments aminés N-terminaux de l'Hb (Fig. 10-21). Ce traitement éli- 
mine quelques uns des ponts salins qui stabilisent l’état T (Section 
10-2E) et donc augmente l'affinité de l'Hb pour l'O,. Bien qu'in 
vitro le cyanate soit un agent efficace contre la formation de fibres, 
son usage clinique a été arrêté à cause d'effets toxiques secon- 
daires, comme la cataracte et des lésions du système nerveux péri- 
phérique, dus probablement à la carbamylation d'autres protéines 
que l'Hb. 

3. L'abaissement de la concentration d’HbS (c,) dans les éry- 
throcytés par augmentation du volume des érythrocytes. Des 
agents qui altèrent la perméabilité de la membrane des érythro- 
cytes afin de favoriser l’influx d'eau sont intéressants à cet égard. 
Le premier, et jusqu'ici le seul, traitement efficace de l’anémie fal- 
ciforme, qui s'inspire de la troisième de ces stratégies, est l'admi- 
nistration d'hydroxyurée. 
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critique, son développement ultérieur devient thermodynamiquement 
favorable, ce qui conduit à la formation rapide d'une fibre. (b) Chaque 
fibre, à son tour, peut induire la nucléation d'autres fibres, conduisant à La 
formation quasi-exponentielle du polymère. [D'après Ferrone, FA., 
Hofrichter, J., and Eaton, W.A., J. Mol. Biol. 183, 614 (1985).] 


Les adultes souffrant d'anémie falciforme ont deux types de glo- 
bules rouges : des cellules S, qui ne contiennent que de l'HbS ; et 
des cellules F, qui contiennent environ 20 % d'HbF, le reste étant 
de l'HbS. Environ 30 % des érythrocytes de ces patients sont des 
cellules F, alors que cette proportion monte à 50 % après traitement 
par l’hydroxyurée. Bien que le mécanisme de cette augmentation 
reste inconnu, on comprend pourquoi elle prévient la formation de 
fibres. En effet, les cellules F contiennent trois types d'hémoglo- 
bine: HbS (œB5), HbF (&), et leurs hybrides (&,B5y), où les 
sous-unités B° correspondent aux variantes falciformes des sous- 
unités normales. Puisque ni L'HbF ni l'Hb hybride &,f*y ne peut 
former de fibres, elles diluent l'HbS dans la cellule. Ceci augmente 
d'un facteur 1000 le temps qu'il faut aux cellules F pour en for- 
mer, de sorte que les cellules F ne forment plus de fibres pendant 
le temps qu'il faut (10-20 s) pour passer des tissus aux poumons, 
où elles sont oxygénées. Ainsi, plus grande est la proportion de 
cellules F dans le sang, plus petite sera celle des cellules S qui 
peuvent former des fibres. 


4 M RÉGULATION ALLOSTÉRIQUE 
L'une des caractéristiques les plus étonnantes de la vie est le 
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consacre une place importante, permet à un organisme de répondre 
à des variations dans son environnement, de maintenir des com- 
munications intra- et extracellulaires, et d'exécuter un programme 
de croissance et de développement ordonné. Les régulations 
s'exercent à tous les niveaux d'organisation des systèmes vivants, 
depuis le contrôle des vitesses des réactions à l'échelle molécu- 
laire, en passant par le contrôle de l'expression génétique dans la 
cellule, jusqu'au contrôle du comportement de l'organisme. I] 
n'est donc pas surprenant que beaucoup, sinon la plupart, des 
maladies soient dues à des dérèglements des processus de contrôle 
biologiques. 

Nous poursuivrons cet exposé sur la structure et la fonction de 
l'hémoglobine par une étude théorique sur la régulation de la liai- 
son de ligands aux protéines par l'intermédiaire des interactions 
allostériques (du grec allos, autre et stereos, solide ou espace). 
Ces interactions coopératives se produisent lorsque la liaison d'un 
ligand à un site spécifique est influencée par la liaison d'un autre 
ligand, appelé effecteur ou modulateur, à un autre site (allosté- 
rique) de la protéine. Si les ligands sont identiques, on dit qu'il y 
a interaction homotrope, et s'ils sont différents, on dit qu'il y a 
interaction hétérotrope. Ces effets sont dits positifs ou négatifs 
selon que l'effecteur augmente ou diminue l’affinité de la protéine 
pour la liaison du ligand. 

Nous avons vu que l’hémoglobine est l'objet d'interactions tant 
homotropes qu'hétérotropes. La liaison de l'O, à l'Hb est une 
interaction homotrope positive car elle augmente l'affinité de l'Hb 
pour l'O. Inversement, le BPG, le CO, les ions H° et CI” sont des 
effecteurs hétérotropes négatifs pour la liaison de l'O, à l'Hb puis- 
qu'ils diminuent son affinité pour l'O, (donc négatifs) et qu'ils 
sont chimiquement différents de l'O, (donc hétérotropes). Nous 
avons vu aussi que l'affinité de l'Hb pour l'O, dépend de sa struc- 
ture quaternaire, D'une façon générale, les effets allostériques 
résultent d'interactions entre les sous-unités de protéines oligomé- 
riques. 

Même si l'hémoglobine ne catalyse pas de réaction chimique, 
elle lie des ligands comme le font les enzymes. Puisqu'une 
enzyme ne peut catalyser une réaction avant d'être liée à son 
substrat (la molécule qui subit la réaction), la vitesse de cata- 
lyse de l'enzyme est fonction de son affinité de liaison au sub- 
Strat, Par conséquent, la liaison coopérative de l'O; à l'Hb est 
prise comme modèle de la régulation allostérique de l'activité 
enzymatique. Nous étudierons dans cette section plusieurs 
modèles de régulation allostérique qui ont été, pour l'essentiel, 
élaborés pour expliquer les propriétés de liaison de l'O, à l'Hb. 
Après quoi, nous comparerons ces modèles avec le comporte- 
ment réel de l'Hb. 


A. L'équation d’Adair 


La dérivation de l'équation de Hill (Section 10-1B) est basée sur 
l'hypothèse de la liaison «tout ou rien » de l'O. Cependant, la 
mise en évidence de molécules d'Hb partiellement oxygénées a 
conduit Gilbert Adair à proposer en 1924 que la liaison de 
ligands aux protéines se fait de manière séquentielle avec des 
constantes de dissociation qui ne sont pas forcément égales. 
L'expression de la fonction de saturation selon ce modèle est 
obtenue directement. 

Pour une protéine comme l’Hb qui possède quatre sites de liai- 
son pour le ligand la suite des réactions ect : 


E+S%æES 4k,=4K;, 
ES+S==ES, k,=3iK;, 
ES, + SES, k,=35K;, 
ES; + SES, k:=1K, 


où les X; sont les constantes de dissociation macroscopiques ou 
apparentes pour la liaison du ième ligand à la protéine, 
_ {ES:-](S] 

[ES,] 


et les &, sont les constantes de dissociation microscopiques ou 
intrinsèques, c'est-à-dire les constantes de dissociation indivi- 
duelles pour les sites de liaison du ligand. Les constantes de dis- 
sociation intrinsèques sont égales aux constantes de dissociation 
apparentes multipliées par des facteurs statistiques, 4, à, 4, et !, 
qui tiennent compte du nombre de sites de liaison du ligand sur la 
molécule protéique. Le facteur statistique 4 est dû à ce qu'une pro- 
téine tétramérique E porte quatre sites qui peuvent lier le ligand 
pour former ES (autrement dit, la concentration en sites de liaison 
du ligand est 4{[E)) mais il n’y a qu'un seul site à partir duquel ES 
peut se dissocier pour former E (la concentration de ligand lié est 
I[EJ); le facteur statistique à vient de ce qu'il y a trois sites res- 
tants sur ES qui peuvent lier le ligand pour donner ES, et deux 
sites à partir desquels ES, peut se dissocier pour former ES ; etc. 
En général, pour une protéine ayant » sites de liaison équivalents : 
_{(n-i+1)ES,.,]S] - ( —i+ tk 

i(ES,] ! 
puisque (n — i + 1)[ES,_ ,] est la concentration des sites de liaison 
sans ligand dans ES, ., et i[ES,] la concentration de ligand lié sur 
ES,. Ainsi, par résolution séquentielle, on obtient La concentration 
de chacune des quatre espèces protéine-ligand d'une protéine 
tétramérique : 
[ES] = [EJ[S/K = 4[E][S}/A, 
[ES] = (ES](S}/K; = {ES]S}/k = 6[E]S)/kk 
[ES;] = (ES]S)/K; = [ES-NSVk; = ANS /kkks 
[ES4] = (ES;,](S)/K4 = A[ES:](S]/k4 = [ENS] /kikakske 
La saturation partielle en ligand lié, c'est-à-dire la fraction des 
sites de liaison occupés par des ligands divisée par la concentra- 
tion totale de sites de liaison du ligand, s'exprime par : 

[ES] + 2{ES;] + 3[ES;] + 4[ES,) 
4([E) + [ES] + [ES;] + [ES,] + [ES;)) 
d'où, en substituant dans les relations ci-dessus et en éliminant les 
termes qui s’annulent, on obtient 
2 3 4 

[S] , ASP, ASP, _(S] 

ki _kk  kikks  kikkk, 
1 + AS) _ CO _— LOS + _1S7_ 

ko kk  kkk  kkkk 


K, (10.14) 


[10.15] 


A [10.16] 


Ys = [10.17] 


C'est l'équation d’Adair pour quatre sites de liaison du ligand. 
Les équations qui décrivent la liaison de ligands à des protéines 
ayant des nombres de sites de liaison du ligand différents 


c'nhtionnent Ae manière Ant. 


TABLEAU 10-2 Les constantes d’'Adair pour l'hémoglobine À 


à pH 7,40 

Solution k,(torr) K;ltorr) K;ltorr) &, (torr) 
« Nue » 8.8 6,1 0,85 0,25 
NaCI 0,1M 41 13 12 0,14 
BPG 2 mM 74 112 23 0,24 


NaCI 0,1M + BPG 2mM 97 43 119 0,09 


D'après Tyuma, L, Imai, K., and Shimizu, K., Biochemistry 12, 1493, 1495 
(1973). 


Si les constantes de dissociation microscopiques de l'équation 
d'’Adair ne sont pas égales, la courbe de saturation partielle décrira 
une liaison de ligand coopérative. La diminution ou l'augmenta- 
tion de la valeur de ces constantes donne, respectivement, une 
coopérativité positive ou négative, Naturellement, les valeurs des 
constantes de dissociation microscopiques peuvent aussi alterner, 
comme par exemple, k, < k,> &;< k. 

En analysant la courbe de dissociation de l'oxyHb (Section 10- 
1B), nous avons vu comment ses valeurs de X, et k, peuvent être 
obtenues en extrapolant les asymptotes inférieure et supérieure de 
la représentation de Hill sur l'axe log pO,. Les autres constantes 
de dissociation microscopiques peuvent être évaluées en adaptant 
l'équation [10.17] au tracé de Hill, Les valeurs de ces constantes 
d’Adair pour l'Hb sont données dans le Tableau 10-2, Remarquer 
que k, est relativement insensible à la présence du BPG, Par consé- 
quent, L'Hb lie et libère son dernier O; presqu'indépendamment de 
la concentration en BPG. 

Bien que l'équation d'Adair soit la relation la plus générale 
pour décrire la liaison d'un ligand à une protéine et qu'elle soit très 
utilisée à cet effet, elle ne donne aucune explication physique qui 
permette de comprendre pourquoi les constantes de dissociation 
microscopiques sont différentes entre elles. Cependant, si la pro- 
téine est formée, comme beaucoup, de sous-unités identiques et 
associées symétriquement, il est souhaitable de comprendre com- 
ment la liaison d'un ligand à un site influence l’affinité de liaison 
pour le ligand d'un site qui semble identique. Ce besoin a conduit 
à l'élaboration de modèles de liaison de ligand qui expliquent com- 
ment les sites de liaison de protéines oligomériques peuvent pré- 
senter des affinités différentes. Deux de ces modèles sont décrits 
dans les sections suivantes. 


B. Le modèle symétrique 


Le modèle symétrique de l'allostérie, formulé en 196$ par 
Jacques Monod, Jeffries Wyman et Jean-Pierre Changeux, est pro- 
bablement le modèle le plus élégant décrivant la liaison coopéra- 
tive d'un ligand à une protéine. Ce modèle, appelé également 
modèle MWC, est défini selon les règles suivantes : 


L. Une protéine allostérique est un oligomère de protomères 
associés symétriquement (dans le cas de l'hémoglobine, nous sup- 
poserons, par souci de simplicité algébrique, que les quatre sous- 
unités sont fonctionnellement identiques). 

2. Chaque protomère peut exister (au moins) sous deux états 
conformationnels, désignés T et R; ces états sont en équilibre, 
qu'il y ait ou qu'il n’y ait pas de ligand lié sur l’oligomère. 

3. Le ligand peut se lier à un protomère quelle que soit sa 
conformation. Seul le changement conformationnel modifie l'affi- 
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4, La symétrie moléculaire de la protéine est conservée pen- 
dant le changement conformationnel. Les protomères doivent donc 
changer de conformation de façon concertée, ce qui implique que 
la conformation de chaque protomère est contrainte par son asso- 
ciation avec les autres protomères ; en d'autres termes, il n'y a pas 
d'oligomères qui présentent simultanément des protomères à l'état 
R et à l'état T. 

Pour un ligand S d'une protéine allostérique formée de n pro- 
tomères, ces règles impliquent les équilibres suivants pour rendre 
compte du changement conformationnel et des réactions de liaison 
du ligand (par souci de brièveté, T,= TS, et R, = RS,). 

To — Ro 
TD +S—==T, R+S—=R, 
0. 
T,+S—=T, R+$S—= R; n 15 


T1 + ST, R,,+S—R, 


Ces réactions sont données à la Fig. 10-29 dans le cas d’un tétra- 
mère. 


Sous-unités 
à l'étatT 


Sous-unités 
à l'étatR 


FIGURE 10-29 Espèces moléculaires et réactions permises dans le 
modèle symétrique de l'allostérie, Les carrés et les cercles représentent 
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La constante d'équilibre L de l’interconversion conformation- 
nelle de la protéine oligomérique en l'absence de ligand est : 
_ [rl 
[Ro} 
La constante de dissociation microscopique pour l'état R, kg, qui, 
d'après la Règle 3 est indépendante du nombre de ligands liés à R, 
s'exprime d'après l'Eq. [10.15]: 
( —i+ ty JS] 
Km 
i [R,] 
La constante de dissociation microscopique pour la liaison du 
ligand à l'état T, &; s'exprime de la même manière. La saturation 
partielle, Y,, pour la liaison du ligand est : 
Ys = 
([R;] + 2{R2) +: +R, )) + (Ti) + 2[T2) +: + AT, )) 
n{([Ro] + [R;] +++ [R,)]) + ([To] + [Ti] + ds 
10.2 


Définissons deux paramètres : 
a = [S}/kg  c= kr/kr 


où & peut être assimilé à une concentration normalisée de ligand. 
c est égal au rapport des constantes de dissociation de liaison du 
ligand; c augmente en fonction de l'affinité de l'état T pour le 
ligand par rapport à celle de l'état R. En combinant les relations 
précédentes, comme cela est indiqué dans la Section A de l’Ap- 
pendice de ce chapitre, nous obtenons l'équation qui décrit le 
modèle symétrique de l'allostérie pour des interactions homo- 
tropes : 


[10.19] 


(i= 1,2,3,...,n) [10.20] 


1] 


. a(i + a)" ! + Lca(1 + ca)""! 
S (+ a)" + L(1 + ca) 

Remarquer que cette équation dépend de trois paramètres, &, c, et 

L, qui sont respectivement la concentration normalisée du ligand, 


les affinités relatives des états T et R pour le ligand, et les stabili- 
tés relatives des états T et R. Par contre, l'équation de Hill (Sec- 


[10.22] 


FIGURE 10-30 Courbes de satura- 
tion du modèle symétrique pour des 
tétramères d'après l'Eq. [10.22]. lci 
L = (Ta (Ro). € = Ay/ky, et 

a = {S}/k, (a) Variation en fonction 
de L pour c = 0. (b) Variation en fonc- 
tion de c pour L = 1000, [D'après 
Monod, J., Wyman, ]., and Changeux, 
IP /J Mal Rinl 19 07 (10966)1 


tion 10-1B) n'a que deux paramètres, K et n, tandis que dans 
l'équation d'Adair, le nombre de paramètres est égal au nombre de 
sites de liaison du ligand sur la protéine. 


a. Interactions homotropes 

Examinons la nature du modèle symétrique en représentant 
graphiquement l'Eq. [10.22] pour un tétramère (n = 4) en fonc- 
tion de & pour différentes valeurs des paramètres L et c (Fig. 
10-30). L'examen de ces courbes fait ressortir trois points 
essentiels : 


L. Le degré de courbure ascendante présenté par ces courbes 
sigmoïdales à leur début est une indication du niveau de coopéra- 
tivité. 

2. Quand seul l'état R lie le ligand, (c = 0), la coopérativité 
de liaison du ligand augmente en même temps qu'augmente la 
préférence conformationnelle de l’oligomère pour l'état T non lié 
au ligand (L augmente ; Fig. 10-30a). Pour des valeurs de L éle- 
vées, si un seul ligand doit se lier, il doit « forcer » la protéine 
à prendre son état R le moins « préféré ». L'obligation pour tous 
les protomères de changer d'état conformationnel de façon 
concertée fait que les trois derniers sites de liaison du ligand 
deviennent disponibles. Par conséquent, la liaison du premier 
ligand favorise la liaison des ligands suivants, ce qui est l’es- 
sence même d’une interaction homotrope positive. Noter que 
coopérativité et affinité de liaison du ligand sont deux valeurs 
différentes ; en réalité, pour c = 0, les courbes qui indiquent une 
forte affinité de liaison pour le ligand (celles pour lesquelles L 
a une faible valeur) montrent une faible coopérativité et vice 
versa. 

3. Quand l'état T est très favorisé (L est élevé), la coopérati- 
vité de liaison du ligand augmente avec l'affinité de liaison du 
ligand pour l'état R par rapport à celle de l'état T (c diminue ; Fig. 
10-30b). Pour de faibles concentrations en ligand (a faible) la 
quantité de ligand lié (YS) augmente avec l'affinité de liaison du 
ligand pour l'état T (c augmente) car la protéine est essentielle- 
ment dans l'état T. Cependant, au fur et à mesure qu'a augmente, 
la quantité de ligand lié à l'état R intrinsèquement moins stable 


finit par dépasser celle liée à l'état T, ce qui se traduit par un effet 
coopératif, Ceci parce que l'énergie libre de liaison du ligand sta- 
bilise l’état R par rapport à l'état T, 


b. Interactions hétérotropes 

Le modèle symétrique peut aussi expliquer les interactions 
hétérotropes. C'est le cas si l'on suppose que chaque protomère 
possède des sites spécifiques et indépendants pour les trois types 
de ligands : un substrat, S, dont nous supposerons, pour simplifier, 
qu'il ne se lie qu'à l'état R (c = 0); un activateur, À, qui ne se lie 
aussi qu’à l'état R ; et un inhibiteur, I, qui ne se lie qu'à l'état T 
(Fig. 10-31). Ainsi, en utilisant l'équation dérivée qui figure dans 
la Section B de l'Appendice de ce chapitre, nous obtenons une 
équation plus générale du modèle symétrique qui s'applique aussi 
bien aux interactions hétérotropes qu'aux interactions homo- 
tropes : 


___at+a)” 
Ys = te LT + Bÿ [10.23] 
: Q+y 
où « = [S]/ky, comme précédemment, et par analogie, $ = [IJ/K, et 


= [AK 

Noter que cette équation ne diffère de l'équation [10.22] que 
pour c = 0 du fait que le second terme du dénominateur est modulé 
en fonction des quantités d'activateur et d'inhibiteur liées à l'oli- 


La Figure 10-32 montre les conséquences de la liaison d'ef- 
fecteurs à un tétramère qui répond à ce modèle : 


L La liaison de l’activateur (y > 0) augmente la concentration 
de l'état R liant le substrat (le second terme du dénominateur de 
l'Eq. [10.23] diminue) car c'est le seul état qui peut lier l’activa- 
teur, Par conséquent, la présence de l'activateur augmente l'affi- 
nité de liaison de la protéine pour le substrat (effet hétérotrope 
positif), bien qu'elle diminue le degré de coopérativité de la pro- 
téine pour la liaison du substrat (comparer les courbes 1 et 2 de la 
Fig. 10-32). (N.B. Rien, dans la dérivation de l'Eg. [10.23] ne dif- 
férencie les rôles du substrat et de l'activateur ; par conséquent, le 
substrat et l’activateur se lient chacun à la protéine avec un effet 
homotrope positif tout en étant des effecteurs hétérotropes positifs 
l'un de l'autre.) 

2. La présence de l'inhibiteur (B > 0), qui ne se lie qu'à 
l'état T, diminue l'affinité de liaison pour le substrat (effet hété- 
rotrope négatif) en augmentant la concentration de l'état T (le 
second terme du dénominateur de l'Eq. [10.23] augmente). Par 
conséquent, puisque le substrat doit «travailler plus dur» pour 
faire passer l’oligomère à l'état R qui lie le substrat, l’inhibiteur 

la coopérativité de liaison du substrat (comparer les 
courbes 2 et 3 de la Fig. 10-32), ainsi que celle de la liaison de 
l'activateur, 
Le modèle que nous venons de décrire est assez simple. Dans un 
modèle symétrique plus réaliste mais beaucoup plus compliqué sur 
le plan algébrique, tous les types de ligands se lieraient aux deux 
états conformationnels de l'oligomère. Néanmoins, ce modèle 
montre que les interactions homotropes et hétérotropes peuvent 
s'expliquer à la seule condition que la symétrie moléculaire de 
l'oligomère soit conservée sans faire intervenir d'interactions 
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Substrat 


æ 
Inhibiteur a 
y L 

T R 


FIGURE 10-31 Interactions hétérotropes dans le modèle symétrique 
de l'allostérie, Les effets hétérotropes se manifestent quand substrats et 
activateurs se lient exclusivement (ou du moins préférentiellement) à 
l'état R (à droite), et inhibiteurs exclusivement (ou du moins préférentiel- 
lement) à l'état T (à gauche). La liaison du substrat et/ou de l'activateur 
à l'oligomère facilite alors les liaisons ultérieures du substrat et de l'acti- 
vateur. Réciproquement, la liaison de l'inhibiteur rend impossible (ou du 
moins inhibe) La liaison du substrat ou de l'activateur à l'oligomère. 


rons les pronostics théoriques du modèle symétrique avec le 
modèle de base expérimental de la liaison de l'oxygène à l'hémo- 


globine. 


C. Le modèle séquentiel 


Le modèle symétrique fournit une explication rationnelle des pro- 
priétés de liaison du ligand pour beaucoup de protéines, Cepen- 
dant, il existe plusieurs objections valables à son propos. En parti- 
culier, il est difficile de croire que la symétrie oligomérique est 


Ys 0.5 


0 1.0 2.0 
LU 


FIGURE 10-32 Influences d’un activateur allostérique (y = [AYK,) et 
d'un inhibiteur allostérique (B = [1J/k,) sur la forme de la courbe de 
saturation partielle pour le substrat (a = {SVA,) selon l'Eg.[10.23] 
pour des tétramères, [D'après Monod, J., Wyman, J., and Changeux, 
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invariablement préservée dans toutes les protéines, de sorte qu'il 
n'y ait jamais de conformations hybrides telles queR, _ ,T;. De 
plus, on connaît des exemples bien caractérisés d'effets homo- 
tropes négatifs (dans le complexe GroEL-GroES, par exemple, la 
liaison de l'ATP à l'anneau cis de GroEL empêche l'ATP de se lier 
à l'anneau trans ; Section 9-2C) que le modèle symétrique, qui ne 
permet que des effets homotropes positifs, est incapable d'expli- 
quer. 

Le modèle symétrique assume implicitement pour la liaison du 
ligand le modèle d'Emil Fischer, dit de « la clef et de la serrure », 
selon lequel les sites de liaison du ligand de la protéine sont rigides 
et complémentaires à leur ligand (Fig. 10-33, à gauche). Un déve- 
loppement plus sophistiqué du modèle de «la clef et de la ser- 
rure », appelé hypothèse de l'ajustement induit, prévoit qu'une 
interaction souple entre le ligand et la protéine induit un change- 
ment conformationnel dans la protéine, ce qui entraîne une aug- 
mentation de l'affinité de liaison pour le ligand (Fig. 10-33, à 
droite). L'observation, par analyse de la structure par rayons X, 
que de tels changements conformationnels se produisent dans de 
nombreuses protéines a validé l'hypothèse de l'ajustement induit. 

Daniel Koshland, George Némethy et David Filmer ont adapté 
l'hypothèse de l'ajustement induit pour expliquer les effets allos- 
tériques. Dans ce modèle séquentiel (aussi appelé modèle de 
l'ajustement induit ou modèle KNF), la liaison du ligand induit 
un changement conformationnel dans une sous-unité ; des interac- 
tions coopératives apparaissent suite à l'influence de ces change- 
ments conformationnels sur les sous-unités voisines (Fig, 10-34), 
Si, par exemple, elles augmentent l'affinité de liaison du ligand de 


Clef et serrure 


Ajustement induit 


Complexe protéine-ligand 


FIGURE 10-33 Modèles pour La liaison d'un ligand. Selon le méca- 
nisme de « la clef et de la serrure » de liaison d'un ligand (à gauche), les 
protéines sont supposées avoir des sites de liaison pour le ligand « préfor- 
més », complémentaires à la forme du ligand. D'après le mécanisme de 
l'ajustement induit, une protéine ne présente pas de tels sites de liaison 
complémentaires en l'absence de ligand (à droite). Ici, le ligand induit un 
Changement conformationnel du site de liaison, qui se traduit par des 


la sous-unité voisine, c'est que la liaison du ligand est à coopéra- 
tivité positive, Les intensités de ces interactions dépendent du 
degré de couplage mécanique entre les sous-unités. En cas de cou- 
plage très fort, les changements conformationnels deviennent 
concertés et l'oligomère conserve sa symétrie (le modèle symé- 
trique). Cependant, avec des couplages plus souples, les change- 
ments conformationnels se font de manière séquentielle au fur et à 
mesure que plus de molécules du ligand se lient (Fig. 10-35). 
Ainsi, le fondement du modèle séquentiel tient à ce que l'affinité 
de liaison d'une protéine pour un ligand varie avec le nombre de 
molécules de ligand liées, tandis que dans le modèle symétrique 
cette affinité ne dépend que de l'état quaternaire de la protéine. 
Le degré de couplage entre les sous-unités d'un oligomère 
dépend de la façon dont sont disposées ces sous-unités, c'est-à- 
dire, de la symétrie de la protéine. Dans le modèle séquentiel, la 
saturation partielle s'exprime donc sous une forme algébrique dif- 
férente pour chaque symétrie de l'oligomère. La forme de l'équa- 
tion d’Adair (Eq. [10.17] pour un tétramère) dépend également du 
nombre de sous-unités de la protéine. À vrai dire, le modèle 
séquentiel de l’allostérie peut être considéré comme une extension 
du modèle d’Adair qui apporte une rationalisation physique quant 
aux valeurs de ses constantes de dissociation microscopiques, k.. 


D. Coopérativité de l’hémoglobine 

La courbe de saturation partielle de l’hémoglobine se rapproche 
étroitement aussi bien du modèle symétrique que du modèle 
séquentiel (Fig. 10-36). Il est clair que de telles courbes ne per- 
mettent pas, à elles seules, de savoir lequel des deux modèles est 
correct. Cependant, il est intéressant de comparer ces modèles avec 
celui que nous avons exposé dans la Section 10-2C. 

L'Hb, bien sûr, n'est pas formée de sous-unités identiques 
comme l'exige le modèle symétrique. Cependant, en 
approximation tout au moins, on peut ignorer les différences fonc- 
tionnelles des sous-unités & et B (très voisines l'une de l’autre) de 
l'hémoglobine (bien que les différences structurales soient essen- 
tielles au mécanisme moléculaire de la coopérativité de 1'Hb). 
Moyennant cette approximation, l'Hb suit largement le modèle 
symétrique, bien qu'elle présente aussi certaines caractéristiques 
du modèle séquentiel, Le changement de conformation quaternaire 
T = R est concerté comme l'exige le modèle symétrique. Toute- 
fois, la liaison du ligand à l’état T provoque de petits changements 
de la structure tertiaire comme le prévoit le modèle de l'ajustement 
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FIGURE 10-34 Modèle séquentiel de l’allostérie. La liaison du substrat 
à la protéine dans l'état T de faible affinité induit des changements 
conformationnels dans les sous-unités non liées, qui leur confèrent des 
affinités de liaison au ligand intermédiaires entre celles de faible affinité 


FIGURE 10-35 Liaison séquentielle du ligand dans le modèle séquentiel 
de l'allostérie. La lixison du ligand induit progressivement des changements 
conformationnels dans les sous-unités, les changements les plus importants 


induit. Ce phénomène est évident lorsqu'on observe la structure 
par rayons X de l’hémoglobine humaine dont les sous-unités 
sont oxygénées à 100 % alors que les sous-unités B sont sous la 
forme désoxy. Cette hémoglobine partiellement liée reste dans 
l'état T mais les atomes de Fe de ses sous-unités & sont plus 
proches de 0,15 À de leurs porphyrines, toujours en forme de 
dôme, qu'ils ne le sont dans la désoxyHb (25 % du déplacement 
total lors de la transition T —R), De tels changements de structure 
tertiaire sont sans aucun doute responsables de l'établissement de 
la contrainte qui déclenche finalement la transition T — R. 

Une question révélatrice, mais plus difficile, est la suivante. 
Pour l'Hb, la coopérativité de liaison du ligand vient-elle unique- 
ment de la transition T — R, en accord avec le modèle symétrique, 
ou bien les états T et R eux-mêmes manifestent-ils au moins un 
certain degré de coopérativité, en accord avec le modèle séquen- 
tiel? Autrement dit, l'affinité des sous-unités de l'Hb pour le 
ligand ne dépend-elle que de l'état quaternaire de l'Hb (modèle 
symétrique) ou cette affinité varie-t-elle avec le nombre de ligands 
associés à l'Hb (modèle séquentiel)? Malgré des expériences et 
des débats animés depuis plus de trois décennies, ce problème 
n'est pas entièrement résolu, Ainsi, Andrea Mozarelli et Eaton ont 
établi la relation de Hill pour les cristaux homogènes d'Hb à l'état 
T, décrits ci-dessus, par des techniques sophistiquées de spectro- 
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FIGURE 10-36 Les modèles séquentiel et symétrique de l'allostérie 
peuvent l'un et l’autre rendre compte de la courbe de dissociation de 
l'oxyHb, [D'après Koshland, D.E., Jr. Némethy, G., and Filmer, D., Bio- 
rhomictes € 2109 /106£ | 
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se produisant pour les sous-unités qui ont lié le ligand. Le couplage entre les 
sous-unités n'est pas nécessairement assez fort pour préserver la symétrie de 
l'oligomère comme c'est le cas dans le modèle symétrique. 


scopie optique. Les résultats montraient que la liaison du ligand est 
non coopérative, en accord avec le modèle symétrique. De même, 
des mesures spectroscopiques résolues en temps sur des périodes 
allant de la picoseconde à la microseconde après le début de la liai- 
son montrent que les modifications conformationnelles subies par 
l'Hb suite à cette liaison sont compatibles avec le modèle symé- 
trique. Par ailleurs, Gary Ackers a réalisé une analyse thermody- 
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FIGURE 10-37 Pénalités en termes d'énergie libre lors de la liaison 
de l'O, à différents états de liaison de tétramères d'Hb, comparées à 
la liaison de l'O, à des dimères af non coopératifs d’Hb, Seuls les dix 
états singuliers de liaison sont représentés (six autres sont en relation de 
symétrie d'ordre 2 avec ceux-ci), Pour chacune des étapes de liaison, les 
pénalités sont données (en kJ + mol”!) le long des flèches, Ces pénalités 
cumulées sont indiquées à la gauche de chaque état du tétramère d'Hb. 
Les états de liaison qui adoptent l'état T de façon prédominante sont en 
bleu, ceux qui adoptent l'état R de façon prédominante sont en rouge. 
Les itinéraires préférentiels, pour lesquels la pénalité de linison diminue 
progressivement avec chaque association d'un ligand supplémentaire 
(flèches pleines), passent par l'état T dans lequel l'O, est lié aux deux 
sites d'un dimère af avant sa transition vers l'état R. Noter que la transi- 
tion T + R survient préférenticllement pour des itinéraires où au moins 
une sous-unité de chaque protomère «f est liée, [Basé sur des données 
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namique détaillée des interactions que suppose la formation des 10 
microétats différents de l'Hb lors de la liaison du ligand (Fig. 10- 
37). On constate que l'Hb tétramérique ne subit de transition qua- 
ternaire T — R que lorsqu'au moins un site de liaison sur chacun 
de ses protomères af est occupé. Ce type de symétrie méconnu 
jusqu'alors est incompatible avec le modèle symérique. De toute 
évidence, la coopérativité est due à la fois à la transition quater- 
naire concertée (comme le demande le modèle symétrique) et à la 
modulation séquentielle de la liaison du ligand pour chaque état 
quaternaire, résultat d’altérations de la structure tertiaire induites 
par le ligand (en accord avec le modèle séquentiel). 


Appendix: M DERIVATION DES 
EQUATIONS DU MODELE SYMETRIQUE 


A. Interactions homotropes — Equation [10.22] 
La saturation partielle Y, pour la liaison d'un ligand s'exprime : 


Le - 

(CR;] + 2[R:) +: + n[R,)) + (Ti) + 2[T2] + +: + niT)) 

M(CRo) + CR] + +" + [R,]) + ((To] + [Ts] + +" + [T,))} 
[1021] 


En définissant & = [S}/k, et c = k4/ky, et en utilisant l'Eq. [10-20] 
pour substituer [R,_,] par [R,]. [R, ;] par [R, ,], etc., les termes 
entre les premières parenthèses du numérateur de l'Eg. [10.21] se 
réduisent à 


(R] {na + ne ; ds + + nier) 
= - De, n(n — 1)!æ"! 
L (RJan {1 RS ES nin — 1)! } 


= [Rolan(1 + a)! 


et de la même manière, les termes entre les premières parenthèses 
du dénominateur de l'Eq. [10.21] deviennent 


(RJ{1 + ne ++ me) [Ro] + a) 


De même, les termes entre les secondes parenthèses du numérateur 
et du dénominateur de l'Eg. [10.21] prennent les formes respec- 
tives suivantes : 


[To[S kr + [S)/k5) 7! = LIRolcan(1 + ca)! 
et 
[TolQ + [S}/kr) = LIR]( + ca) 
Par conséquent, 


—- [Rojan(t + a)! ! + L{Rojcan(1 + ca)" * 
S  n{[Rol(t + a)" + L(Ro](1 + ca)'} 


qui, après élimination des termes qui s’annulent, donne l'équation 
qui décrit le modèle symétrique pour les interactions homotropes : 
a(1 + a)! + Lca(1 + ca)ÿ"”! 

Ys (1 + a)" + L(1 + ca) ds, 


B. Interactions hétérotropes — Equation [10.23] 

Pour un oligomère qui ne lie l’activateur A et le substrat S que lors- 
qu'il est dans son état R, et l’inhibiteur I que lorsqu'il se trouve 
dans son état T, la saturation partielle pour le substrat, Y,, soit la 
fraction des sites de liaison du substrat occupés par le substrat, 
s'exprime par : 


> È ilR;,;] 


AE: RA1+ È M) 


Dans cette expression, les indices i, j, et k indiquent les nombres 
respectifs de molécules de S, A, et I qui sont liées à un oligomère ; 
c'est-à-dire, R;,= RSA, et T,= T1, Si l'on définit « = [SJ/k, et en 
prenant la dérivation précédente de l'Eq. [10.22] : 


(Smaji+er+ Sen) CNE 


Ys = 


où 
L'= S (Ti) Z [Ro] 
k-0 j=0 
Par analogie avec la définition de &, nous définissons B = [IJ/4, et 


= [AJ/K,, et en suivant à nouveau la dérivation de l'Eq. [10.22] 
on obtient : 


ÊtTA = (rala + 87 
et 

È [Ra] = [Raollt +» 
si bien que 
La + gr 


(1 + y) 


L'équation du modèle symétrique qui permet d'y inclure les effets 
hétérotropes devient alors : 


L'= 


a(1 + a)! 


L( + B) 
Tr 


Ys = [10.23] 
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bolique (la constante de Hill, n = 1). Cependant, celle de l'Hb est sigmoï- 
dale (n = 2,8), résultat de la liaison coopérative de l'O, ; l'Hb lie le qua- 
trième O, avec 100 fois plus d'affinité que le premier. La variation de l'af- 
finité de l'O, avec le pH, l'effet Bohr, provoque la libération de l'O, par 
l'Hb dans les tissus en réponse à la liaison de protons libérés suite à l'hy- 
dratation de CO, en HCOï. L'Hb facilite le transport du CO,, aussi bien 
directement, en liant le CO, sous forme de carbamate N-terminal, qu'indi- 
rectement, en augmentant la concentration de HCOS grâce à l'effet Bohr. De 
plus, la présence dans les érythrocytes de BPG, qui ne se lie qu'à la 
désoxyHb, module l'affinité de l'Hb pour le CO. L'adaptation à court terme 
en haute altitude est due à une augmentation de la concentration en BPG 
dans les érythrocytes, ce qui augmente la quantité d'O, libéré dans les tissus 
en diminuant l'affinité de l'Hb pour l'O. 

28 Structure et mécanisme Les sous-unités « et B de l'Hb sont 
formées de sept ou huit hélices consécutives disposées pour former 
une poche h qui entoure presque complètement l’hème. La 
liaison de l'O, déplace le Fe(Il) depuis une position située à 0,6 À 
environ hors du plan de l'hème du côté de l'His proximale, vers le 
centre de l’hème, éliminant ainsi les interférences stériques qui se pro- 
duiraient autrement entre l'O, lié et la porphyrine. Le Fe(Il) entraîne 
avec lui l'His proximale à laquelle il est lié, suite à un déplacement qui 
n'est possible que si le noyau imidazole se réoriente pour éviter d'en- 
trer en collision avec l'hème. Lors de la transition conformationnelle 
T = R, les contacts symétriquement équivalents &,C-B,FG et a,C- 
B:FG se déplacent simultanément entre deux positions stables. Les 
positions intermédiaires sont stériquement impossibles si bien que ces 
contacts jouent le rôle de commutateurs à deux positions. Selon le 
mécanisme de liaison de l'O, proposé par Perutz, la faible affinité de 
l'état T pour l'O, est due à la contrainte qui empêche le Fe(Il) de se 
placer dans le plan de l'hème pour établir une liaison Fe—O, solide. 
Cette contrainte est levée suite à la transition concertée de l’état qua- 
ternaire de la molécule d'Hb vers l’état R à haute affinité pour l'O.. 
Cette transition quaternaire est contrée dans l'état T par un réseau de 
ponts salins qui mettent en jeu les groupements carboxyle C-terminaux 
et qui sont rompus dans l'état R. La stabilité de l'état R par rapport à 
l'état T augmente avec le pourcentage d'oxygénation à cause de la 
contrainte de liaison de l'O; dans l'état T. L'existence de cette 
contrainte a été démontrée en provoquant la rupture de la liaison 
Fe(ll)—His proximale après liaison simultanée par l'Hb de l'IHP, ana- 
logue du BPG qui se lie fortement et qui force l’Hb à adopter l'état T, 
et de NO, un ligand de haute affinité qui force l'Hb à adopter l'état 
R. Inversement, si l'on enlève l'His proximale de l'Hb par mutage- 
nèse, sa coopérativité est pratiquement perdue. L'effet Bohr résulte de 
l'augmentation des pK des groupementss & amino N-terminaux et de 
l'His 1468 suite à la formation des ponts salins de l’état T. Des rési- 
dus His de surface participent aussi à l'effet Bohr. La liaison du BPG 
se fait dans la cavité centrale de l'Hb à l’état T par le biais de plusieurs 
ponts salins. Le résidu His distal empêche la désoxyHb de s'auto-oxy- 
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der, en captant les protons qui, sans cela, catalyseraient l'oxydation du 
Fe de l’hème. 

3 M Hémoglobines anormales Plus de 860 variétés mutantes 
d'Hb sont connues, Environ la moitié d’entre elles sont inoffensives 
car elles sont dues à des modifications de résidus de surface, Cepen- 
dant, des changements de résidus internes entraînent souvent la désor- 
ganisation de la structure de l'Hb, ce qui provoque des anémies hémo- 
lytiques. Des changements au niveau du site de liaison de l'O, qui 
stabilisent l'état Fe(IIl) empêchent la liaison de l'O, sur ces sous-uni- 
tés, ce qui provoque une cyanose. Des mutations qui affectent les inter- 
faces entre sous-unités peuvent stabiliser l'état R ou l'état T, d'où, res- 
pectivement, augmentation ou diminution de l'affinité de l'Hb pour 
l'O, L'anémie falciforme est due à une mutation homozygote Glu 6B 
—+ Val. Ceci entraîne la gélification de la désoxyHbS résultante, 
laquelle donne naissance à des fibres rigides de 14 chaînes qui défor- 
ment les érythrocytes. Dans des conditions propices à la gélification, 
le développement des fibres se produit en deux étapes, avec un temps 
de latence qui varie en fonction de la concentration initiale en HbS à 
la puissance 30 à 50. Des agents qui augmentent ce temps de latence 
à une valeur supérieure au temps de passage des érythrocytes dans les 
capillaires pourraient empêcher la formation des fibres et donc atténuer 
les symptômes de l'anémie falciforme. 

4 B Régulation allostérique L'équation d'Adair donne une 
explication rationnelle de la coopérativité de liaison de l'O, à l'hé- 
moglobine en attribuant une constante de dissociation distincte à 
chaque O, lié. Il en résulte une coopérativité positive si ces 
constantes diminuent de façon séquentielle. Toutefois, l'équation 
d'Adair ne donne aucune explication physique du phénomène. 
D'après le modèle symétrique, des oligomères symétriques existent 
selon un des deux états conformationnels possibles, R ou T, qui ont 
une affinité différente pour le ligand. La liaison du ligand à l'état de 
forte affinité oblige l’oligomère à prendre cette conformation, facili- 
tant ainsi la liaison des ligands suivants. Ce modèle homotrope 
s'étend aux interactions hétérotropes sous réserve que l'activateur et 
le substrat ne peuvent se lier qu'à l'état R et que l'inhibiteur ne peut 
se lier qu'à l'état T. La liaison de l'activateur oblige l'oligomère à 
prendre l'état R, ce qui facilite la liaison du substrat et de molécules 
d'activateur supplémentaires. Inversement, la liaison de l'inhibiteur 
obligerait l'oligomère à prendre l'état T, empêchant ainsi le substrat 
et l'activateur de se lier. Le modèle séquentiel propose qu'un ajus- 
tement induit entre ligand et substrat entraîne des contraintes confor- 
mationnelles sur la protéine qui modifient son affinité pour la liai- 
son d’autres ligands sans que l'oligomère soit obligé de conserver 
sa symétrie. Le mécanisme de liaison de l'O; à l'Hb proposé par 
Perutz est compatible avec le modèle symétrique mais présente 
quelques éléments en commun avec le modèle séquentiel. Cepen- 
dant, la coopérativité de liaison du ligand à l'Hb est en plein accord 
avec le modèle symétrique. 
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PROBLÈMES 


L L'envie irrésistible de respirer chez l'homme est due à une teneur 
élevée en CO, dans le sang ; celui-ci ne contient pas de détecteurs physio- 
logiques directement sensibles à la pO,. Les plongeurs en apnée pratiquent 
l'hyperventilation (respiration rapide et profonde pendant plusieurs 
minutes) juste avant une plongée prolongée, pensant qu'ils vont ainsi aug- 
menter leur réserve en O, dans le sang, En fait, l'hyperventilation diminue 
l'envie de respirer en éliminant des quantités importantes de CO, du sang. 
D'après ce que vous savez des propriétés de l'hémoglobine, pensez-vous 
que l'hyperventilation soit une méthode utile ? Est-elle sans risque ? Expli- 
quez. 


2. Expliquez pourquoi la constante de Hill, n, ne peut jamais être 
supérieure au nombre de sites de liaison du ligand de la protéine. 

*3. Dans l'effet Bohr, la protonation des groupements aminés N-ter- 
minaux des chaînes & de l'hémoglobine est responsable d'environ 30 % 
des 0,6 mol de H* qui se combinent à l'Hb après libération de 1 mol d'O;, 
à pH 7,4. Supposant que ce groupement a un pX = 7,0 dans l'oxyHb, quel 
est son pX dans la désoxyHb ? 

4. Étant l'un des favoris du marathon de La Paz (Bolivie), vous vous 
êtes entraîné durant plusieurs semaines pour vous adapter à l'altitude de 
3700 m. Un fabricant d'équipement de course qui assure le parrainage d'un 
de vos adversaires vous a invité pour la fin de semaine à une réunion pré- 
paratoire à la course près de Lima, au bord de La mer, en vous assurant que 
vous retournerez par avion à La Paz au moins un jour avant la course. Pen- 
sez-vous qu'il s'agisse d'un témoignage d'estime à votre égard ou une ten- 
tative en sous-main de vous handicaper pour la course ? Expliquez (cf. Fig. 
10-9). 

5. Dans les muscles en activité, la pO; peut être de 10 torr à la surface 
de la cellule et de 1 torr dans les mitochondries (les organites où a lieu le 
métabolisme oxydatif). Comment la myoglobine (p4 = 2,8 torr) peut-elle 
faciliter la diffusion de l'O, à travers ces cellules ? Les muscles en activité 
consomment l'O; beaucoup plus rapidement que les autres tissus. La myo- 
globine serait-elle une protéine transporteur d'O, aussi efficace dans 
d'autres tissus ? Expliquez. 

6. Les érythrocytes qui ont été conservés pendant une semaine dans un 
milieu standard acide-citrate-dextrose se trouvent dépourvus de 
BPG. Comparez les avantages d'utiliser du sang frais au lieu de sang d'une 
semaine pour des transfusions. 


7. Les valeurs de saturation partielle suivantes ont été mesurées pour 
un échantillon de sang donné : 


PO; , PO; r 
20 0,14 60 0,59 
30 026 70 0,66 
40 0,39 80 0,72 
50 0,50 90 0,76 

Quelles sont les valeurs de la constante de Hill et de la ps, de cet échan- 
tillon de sang ? Sont-elles normales ? 


8. Une personne anémique, dont le sang n'a que la moitié de la teneur 
normale en Hb, peut sembler en bonne santé. Cependant, une personne nor- 
male est intoxiquée après avoir été exposée à une quantité de monoxyde de 


carbone suffisante pour qu'il occupe la moitié de ses sites hème (pCO de 
1 torr pendant une heure environ; le CO se lie à l'Hb avec 200 fois plus 
d'affinité que l'O). Expliquez. 

*9. La structure par rayons X de l'Hb Rainier (Tyr 1458 + Cys) montre 
que le résidu Cys 145 forme un pont disulfure avec la Cys 938 de la même 
sous-unité. [Il s'ensuit que le résidu C-terminal de la sous-unité B prend une 
orientation tout à fait différente de celle qu'il a dans l'HbA. Qu'en est-il 
des paramètres suivants de l'Hb Rainier comparés à ceux de l'HbA? 
Expliquez. (a) Affinité pour l'O, (b) effet Bohr, (c) constante de Hill, et 
(d) affinité pour le BPG. 


10, Le crocodile, qui peut rester sous l'eau sans respirer pendant 1 h, 
noie sa proie qui a besoin d'air puis dîne tout à loisir. Si le crocodile 
peut s'adapter à cette situation, c'est qu'il peut utiliser pratiquement 
100 % de l'O, de son sang, alors que les hommes n'en utilisent qu'en- 
viron 65%. L'Hb du crocodile ne lie pas le BPG. Cependant, la 
désoxyHb du crocodile lie préférentiellement HCO:;. Comment cela peut- 
il aider le crocodile à rester en apnée ? 

11. Le temps de gélification d'un mélange équimolaire de HbA et 
de HbS est inférieur à celui d'une solution de HbS seule à la même 
concentration que celle qu'elle a dans le mélange. Qu'est-ce que cette 
observation implique quant à la participation de l'HbA à la gélification 
de l'HbS ? 

12. L'anémie très sérieuse des homozygotes HbS se traduit par une 
teneur en BPG élevée dans leurs érythrocytes. S'agit-il d'un effet béné- 
fique ou le contraire ? 


13, En tant qu'organisateur d'une expédition qui prévoit de gravir 
plusieurs hauts sommets, il vous incombe de choisir les participants pour 
une place restante. Chaque candidat pour cette place est hétérozygote 
pour l'une des hémoglobines anormales suivantes: (1) HbS, (2) Hb 
Hyde Park [His F8(92)8 —+ Tyr], (3) Hb Riverdale-Bronx [Gly 
B6(24)B — Arg]. (4) Hb Memphis [Glu B4(23)x —+ Gin], et (5) Hb 
Cowtown [His HC3(146)8 —> Leu]. En supposant que tous ces candi- 
dats ont des capacités identiques à basse altitude, lequel choisiriez-vous ? 
Expliquez votre décision. 

14. Montrez que l'équation d'Adair pour un tétramère se réduit à 
l'équation de Hill quand k, = 4, = 4, >> &, et à l'équation d'une hyper- 
bole quand &, = k£, = k,= k. 

15. Dérivez la constante d'équilibre de la réaction R, == T, pour 
un modèle symétrique à n mères en fonction des paramètres L, c, et ©. 

*16. Dérivez l'équation de la fraction de molécules de protéine dans 
l'état R, R, pour le modèle symétrique homotrope en fonction des para- 
mètres n, L, c et &. Portez graphiquement cette fraction en fonction de 
a pour n = 4, L = 1000, et c = O puis discutez sa signification physique. 

17. Dans le modèle symétrique de l’allostérie, pourquoi un inhibiteur 
(qui provoque un effet hétérotrope négatif avec le substrat) doit-il subir 
un effet homotrope positif ? 

18. À basse concentration, le tétramère d'hémoglobine se dissocie 
réversiblement en deux dimères &,f,. Quelle est la constante de Hill pour 
la liaison de l'O, à ces dimères ? Expliquez. 

19. Décrivez les modifications allostériques (homotrope ou hétéro- 
trope, positive ou négative) par lesquelles passe le système GroEL/ES à 
chacun des stades de son cycle catalytique (Fig. 9-23). 
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Les glucides ou saccharides (du grec sakcharon, sucre) sont des 
composés essentiels pour tous les organismes vivants et sont, en 
fait, les molécules biologiques les plus abondantes. Le terme 
hydrate de carbone, maintenant obsolète (mais encore utilisé par 
les anglo-saxons : carbohydrate) s'explique par leur formule brute 
générale (C + H,0),, où n 2 3. Les unités de base des glucides sont 
ce qu'on appelle des monosaccharides. Beaucoup de ces compo- 
sés sont synthétisés à partir de molécules plus simples par une voie 
métabolique appelée gluconéogenèse (Section 23-1). D'autres (et 
finalement presque toutes les molécules biologiques) sont les pro- 
duits de la photosynthèse (Section 24-3), combinaison de CO, et 
de H,0, dans un processus tirant son énergie de la lumière, qui 
permet aux plantes et à certaines bactéries de former des glucides. 
La dégradation métabolique des monosaccharides (Chapitres 17 et 
21) fournit la plus grande partie de l'énergie nécessaire aux pro- 
cessus biologiques. Les monosasaccharides sont aussi des consti- 
tuants essentiels des acides nucléiques (Section 5-1A), ainsi que 
des éléments importants des lipides complexes (Section 12-1D). 
Les oligosaccharides sont formés de quelques unités mono- 
saccharidiques liées par covalence. Ils sont souvent associés à des 
protéines (glycoprotéines) et à des lipides (glycolipides) et ont, 
dans ce cas, des fonctions à la fois structurales et régulatrices (on 
regroupe parfois les glycoprotéines et les glycolipides sous le nom 
de glycoconjugués). Les polysaccharides sont formés d'un grand 
nombre d'unités monosaccharidiques liées par covalence et ont des 
masses moléculaires qui peuvent atteindre des millions de daltons. 
Ils ont des fonctions structurales chez tous les organismes mais 
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molécule structurale, peut représenter jusqu'à 80 % de leur poids 
sec. Les polysaccharides comme l'amidon chez les plantes et le 
glycogène chez les animaux constituent d'importants réservoirs 
nutritionnels. 

L'élucidation des structures et des fonctions des glucides est 
restée loin derrière celle des protéines et des acides nucléiques, 
ceci pour plusieurs raisons. Les composés glucidiques sont sou- 
vent hétérogènes, aussi bien en taille qu'en composition, ce qui 
complique sérieusement leur caractérisation physique et chimique. 
On ne peut les soumettre aux types d'analyses génétiques qui ont 
été inestimables pour l'étude des protéines et des acides nucléiques 
car les séquences saccharidiques ne sont pas déterminées généti- 
quement, mais sont élaborées par interventions successives d'en- 
zymes spécifiques (Section 23-3B). De plus, il n’a pas été facile de 
mettre au point des méthodes pour tester les activités biologiques 
des polysaccharides car ils ont des rôles essentiellement passifs. 
Néanmoins, il est tout à fait clair que les glucides sont des élé- 
ments indispensables à beaucoup, sinon à la plupart, des processus 
biologiques. 

Dans ce chapitre, nous étudierons les structures, la chimie, et, 
dans une certaine mesure, les fonctions des glucides, seuls et en 
association avec des protéines. Les structures des glycolipides 
seront étudiées dans la Section 12-1D. La biosynthèse des glucides 
sera vue dans la Section 23-3. 


1 M LES MONOSACCHARIDES 


Les monosaccharides ou sucres simples sont des dérivés aldéhyde 
ou cétone de chaînes linéaires polyalcools qui contiennent au 
moins trois atomes de carbone. De telles substances, le D-glucose 
et le D-ribulose par exemple, ne peuvent être hydrolysées pour 
donner des sucres plus simples. 


Qi À 
ie "CH,OH 
HO—C—H °ç=0 
H—C—0H H—C—0H 
H—C—0H H—“C—0H 
SCH,OH SCH,OH 


Dans cette section, nous étudierons les structures des monosac- 
charides et celles de quelques-uns de leurs dérivés biologiquement 
importants. 


À. Classification 


Les monosaccharides sont classés selon la nature chimique de leur 
groupement carbonyle et leur nombre d'atomes de carbone. Si le 
groupement carbonyle est un aldéhyde, comme dans le glucose, le 
sucre est un aldose. Si le groupement carbonyle est une cétone, 
comme dans le ribulose, le sucre est un cétose. Les monosaccha- 
rides les plus petits, ceux qui ont trois atomes de carbone, sont des 
trioses. Ceux avec quatre, cinq, six, sept, etc., atomes de carbone 
sont respectivement, des tétroses, des pentoses, des hexoses, des 
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heptoses, etc. Ces termes peuvent être associés, et, par exemple, le 
glucose est un aldohexose alors que le ribulose est un cétopentose. 

L'examen de la formule moléculaire du D-glucose montre que 
tous ses atomes de carbone sauf deux — C1 et C6 — sont des 
centres chiraux ce qui fait que le D-glucose est l'un des 2* = 16 sté- 
réoisomères des aldohexoses possibles. En général, des aldoses à 
n atomes de carbone ont 2"? stéréoisomères. La stéréochimie et 
les noms des D-aldoses sont représentés dans la Fig. 11-1. Emil 
Fischer a élucidé ces conformations pour les aldohexoses en 1896. 
Selon la convention d'Emil Fischer (Section 4-2B), les sucres de 
la série D ont la même configuration absolue au centre asymé- 
trique qui est le plus éloigné de leur groupement carbonyle que 
celle de la b-glycéraldéhyde. Les sucres de la série L, en accord 
avec cette convention, sont les images en miroir de leurs homo- 
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FIGURE 11-1 Relations stéréochimiques des D-aldoses de trois à six atomes de carbone en projection de 
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logues de la série D comme on peut le voir, ci-dessous, avec se 
jection de Fischer du glucose. 


à A À , AM 
H— ê — OH HO— c— H 
HO— ç —H H— c— OH 
H—C—OH HO—C—H 
H— c — OH HO— c- —H 

CH,0H CH,0H 
b-Glucose L-Glucose 


Les sucres qui ne diffèrent que par la configuration d’un seul car- 
bone sont les épimères l'un de l’autre. Ainsi, le D-glucose et le D- 
mannose sont des épimères en ce qui concerne leur C2, tandis que 
le D-glucose et le D-galactose sont des épimères en ce qui 
concerne leur C4 (Fig. 11-1). Cependant, le D-mannose et le D- 
galactose ne sont pas des épimères l’un de l’autre car ils diffèrent 
dans la configuration de deux atomes de carbone. 

CH:0H 

ne 

CH,0H 

Dihydroxyacétone 


| 
un (a 
an 
HCOH 


HOCH 
HÇOH 
HCOH HCOH 

CH,0H CH,OH CH,OH 
p-Psicose  D-Fructose  D-Sorbose 


FIGURE 11-2 Relations stéréochimiques des D-cétoses de trois à six 


aûames dis aomtss. 14 Em n ee Éd mas et AL 5 


Le D-glucose est le seul aldose trouvé communément dans la 
nature comme monosaccharide. Cependant, lui et plusieurs autres 
monosaccharides, dont la D-glycéraldéhyde, le D-ribose, le D-man- 
nose, et le D-galactose, sont des constituants importants de molé- 
cules biologiques de plus grande taille. Les sucres de la série L sont 
beaucoup moins abondants que les sucres de la série D. 

La position du groupement carbonyle des cétoses fait qu'ils ont 
un centre asymétrique de moins que leurs aldoses isomères (p. ex. 
comparer le D-fructose et le D-glucose). Les cétoses à n atomes de 
carbone ont donc 2"? stéréoisomères. Ceux dont la fonction 
cétone est portée par le C2 sont les plus courants (Fig. 11-2). Noter 
que le nom de certains cétoses s'obtient en insérant -u/- avant le 
suffixe ose dans le nom de l'aldose correspondant ; ainsi le D-xylu- 
lose est le cétose correspondant à l’aldose D-xylose. La dihy- 
droxyacétone, le D-fructose, le D-ribulose et le D-xylulose sont les 
cétoses les plus importants sur le plan biologique. 


B. Configurations et conformations 


Les alcools réagissent avec les groupements carbonyl des aldé- 
hydes et des cétones pour former respectivement des hémiacétals 
et des hémicétals (Fig. 11-3). Un groupement hydroxyle d'un 
monosaccharide peut, de la même façon, réagir avec soit sa fonc- 
tion aldéhyde, soit sa fonction cétone pour former des hémiacétals 
ou des hémicétals intramoléculaires (Fig. 11-4), Les configurations 
des substituants sur chaque atome de carbone de ces sucres 
cycliques sont clairement représentées par leurs formules en pro- 
jection de Haworth. 

Un sucre ayant un cycle à six sommets est appelé un pyranose 
par analogie avec le pyranne, le composé le plus simple avec un 
tel cycle. De même, les sucres ayant un cycle à cinq sommets sont 
appelés furanoses par analogie avec le furanne. 


O Ô 


Les formes cycliques du glucose et du fructose avec des cycles à 
six et à cinq sommets sont donc appelées respectivement gluco- 
pyranose et fructofuranose. 
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FIGURE 11-4 Réactions de cyclisation des hexoses. (a) Du D-glucose 
sous sa forme linéaire réagit pour donner l'hémiacétal cyclique &-D-glu- 
copyranose, et (b) du D-fructose sous sa forme linéaire réagit pour donner 
l'hémicétal cyclique &-D-fructofuranose. Les formes cycliques des sucres 


a. Les sucres cycliques ont deux formes anomères 
Expliquons la signification des lettres grecques qui précèdent 
les noms des sucres de la Fig. 11-4. La cyclisation d'un monosac- 
charide a rendu asymétrique le carbone du groupement carbonyle. 
Les deux diastéréoisomères qui en résultent sont appelés des ano- 
mères et le carbone hémiacétal ou hémicétal est désigné par car- 
bone anomère. Dans le cas de l'anomère &, le groupement OH 
substitué sur le carbone anomère se projette du côté opposé, par 
rapport au cycle du sucre, à celui du groupement CH,OH du centre 
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sont montrées selon les projections de Haworth et en modèles pleins. 
[Avec la permission de Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center pour 
les modèles pleins] 


chiral qui détermine la configuration D ou L (le CS pour les 
hexoses). L'autre anomère est désigné par B (Fig. 11-5). 

Les deux anomères du D-glucose, comme toute paire de dias- 
téréoisomères, ont des propriétés physiques et chimiques diffé- 
rentes. Par exemple, les valeurs de pouvoir rotatoire spécifique, 
{a}”,,, sont respectivement +112,2° pour l'«-D-glucose et +18°7 
pour le B-b-glucose. Cependant, lorsque l'une ou l'autre de ces 
substances pures est dissoute dans l'eau, le pouvoir rotatoire de la 
solution varie lentement jusqu'à ce qu'elle atteigne une valeur à 


AIGURE 11-5 Les formes anomériques des monosaccharides a-D-glu- 
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siques s'interconvertissent en passant par la forme linéaire du D-glucose 
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l'équilibre de [a«]® = +52,7°. Ce phénomène s'appelle mutarota- 
tion ; pour le glucose, elle résulte de la formation d'un mélange à 
l'équilibre de 63,6 % de l'anomère f et 36,4 % de l'anomère & (les 
pouvoirs rotatoires de molécules en solution sont indépendants les 
uns des autres et donc le pouvoir rotatoire d'une solution est égal 
à la moyenne pondérée des pouvoirs rotatoires de ses constituants). 
L'interconversion entre les anomères se fait par l'intermédiaire de 
la forme linéaire du glucose (Fig. 11-5). Cependant, les formes 
linéaires des monosaccharides ne représentant qu'une infime pro- 
portion, ces glucides sont correctement décrits comme des hémia- 
cétals ou des hémicétals polyhydroxylés. 


b. Les sucres ont des conformations variables 

Les hexoses et les pentoses peuvent chacun prendre les formes 
pyranose et furanose. La composition à l'équilibre pour un mono- 
saccharide donné dépend quelque peu des conditions mais essen- 
tiellement de la nature du monosaccharide. Par exemple, des 
mesures par RMN montrent qu’en solution aqueuse, le glucose se 
trouve essentiellement sous forme pyranose, le fructose est à 67 % 
sous forme pyranose et à 33 % sous forme furanose, et le ribose est 
à 75 % sous forme pyranose et à 25 % sous forme furanose (bien 
que dans les polysaccharides, les résidus de glucose, fructose, et 
ribose soient respectivement, et exclusivement, sous leurs formes 
pyranose, furanose, et furanose). Quoiqu'en principe les hexoses 
et des monosaccharides de plus grande taille puissent former des 
cycles à sept atomes ou plus, de tels cycles s’observent rarement 


(a) Encombrement (b) Axe de symétrie 
stérique "x a 
e 
e 
€ € 
a 
a 
Bateau Chaise 


FIGURE 11-6 Conformations du cyclohexane, (a) Dans la conforma- 
tion bateau, les substituants à la « proue » et à la « poupe » (en rouge) 
sont « entassés » tandis que ceux le long des côtés (en vert) sont éclipsés, 
(b) Dans la conformation chaise, les substituants qui sont orientés paral- 
lèlement à l'axe de rotation d'ordre trois du cycle sont appelés axiaux [a] 
et ceux qui sont orientés en dehors de cet axe de symétrie sont appelés 
équatoriaux [e]. Les substituants équatoriaux autour du cycle sont déca- 
lés, si bien qu'ils se projettent alternativement au-dessus et en dessous du 
plan moyen du cycle. 


H CHOH 
HO LA OH 
(9) 
HO H Hy 


FIGURE 11-7 Les deux conformations chaise possibles pour le B-D - 
glucopyranose. Dans La conformation de gauche, qui prédomine, les sub- 
stituants relativement encombrants OH et CH,OH occupent tous des 
positions équatoriales, alors que dans celle de droite (représentée en 
modèle « boules et bâtonnets » dans la Fig. 11-5, à droite) ils occupent 
les positions axiales plus encombrées. 


en raison de la plus grande stabilité des cycles à 5 et 6 atomes que 
ces sucres forment également. La tension interne des cycles de 
sucres à 3 et 4 atomes les rend instables comparativement aux 
structures linéaires. 

L'utilisation des représentations de Haworth peut donner l'im- 
pression inexacte que les cycles furanose et pyranose sont plans. 
Ce n'est pas le cas, car tous les atomes de carbone sont tétra- 
édriques (hybridation sp°). Le cycle pyranose, comme celui du 
cyclohexane, peut prendre la conformation bateau ou chaise (Fig. 
11-6). Les stabilités relatives de ces différentes conformations 
dépendent des interactions stéréochimiques entre les substituants 
du cycle. Le conformère bateau entasse les substituants à sa 
« proue » et à sa « poupe » et éclipse ceux qui sont sur les côtés, ce 
qui explique que dans le cas du cyclohexane il soit moins stable 
d'environ 25 kJ + mol”! que le conformère chaise. Les substituants 
du conformère chaise (Fig. 11-6b) sont rangés en deux catégories 
géométriques : les groupementss axiaux, assez bien ajustés et qui 
se projettent parallèlement à l'axe de rotation d'ordre trois du 
cycle, et les groupements équatoriaux, décalés et donc peu 
encombrés. Puisque les conformations des groupements axiaux et 
équatoriaux du cyclohexane peuvent s’intervertir, un cycle donné 
a deux formes chaise possibles (Fig. 11-7); celle qui prédomine 
est généralement celle qui présente le moins d’encombrement sur 
ses substituants axiaux. La position conformationnelle d'un grou- 
pement affecte directement sa réactivité chimique. Par exemple, 
les groupements OH équatoriaux sur les pyranoses s’estérifient 
plus rapidement que les groupements OH axiaux. Noter que le f- 
D-glucose est le seul D-aldohexose dont les cinq substituants autres 
que l'hydrogène peuvent se trouver simultanément en position 
équatoriale (côté gauche de la Fig. 11-7). C'est peut-être la raison 
pour laquelle le glucose est le monosaccharide le plus abondant 
dans la nature. Les propriétés conformationnelles des cycles fura- 
nose seront étudiées dans la Section 29-2B, en rapport avec leurs 
influences sur la conformation des acides nucléiques. 


C. Dérivés de sucres 


a. Les polysaccharides sont constitués de monosaccharides 
maintenus ensemble par des liaisons glycosidiques 

La chimie des monosaccharides est essentiellement celle de 
leurs groupements hydroxyle et carbonyle. Par exemple, au cours 
d'une réaction catalysée par un acide, le groupement hydroxyle 
anomérique d’un sucre se condense avec des alcools pour former 
des «- et des B-glycosides (du grec glykys, sucré) (Fig. 11-8). La 
liaison qui relie le carbone anomérique à l'oxygène du groupement 
acétal est appelée liaison glycosidique. Ce sont des liaisons gly- 
cosidiques qui réunissent les unités monosaccharidiques voisines 
dans les polysaccharides. La liaison glycosidique est donc pour les 
glucides l'équivalent de la liaison peptidique des protéines. Dans 
un nucléoside, la liaison qui unit le résidu ribose à la base est éga- 
lement une liaison glycosidique (Section 5-1A). 

L'hydrolyse d'une liaison glycosidique est catalysée par des 
enzymes appelées glycosidases dont la spécificité est fonction de 
la nature et de la configuration anomérique du glycoside mais qui 
sont souvent indifférentes à la nature du résidu alcool. En milieu 
basique ou neutre et en l'absence de glycosidases, la liaison gly- 
cosidique est stable, ce qui explique que les glycosides ne présen- 
tent pas le phénomène de mutarotation comme les monosaccha- 
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FIGURE 11-8 Condensation, catalysée en milieu acide, de l'a-b-glucose avec le méthanol pour donner 


une paire anomérique de méthyl-b-glucosides. 


rides. La méthylation des groupements OH non anomériques des 
monosaccharides demande des conditions plus drastiques que 
celles requises pour l'obtention de méthylglycosides, le traitement 
par du diméthylsulfate par exemple. 


b. Réactions d’oxydoréduction 

Étant donné la facilité d’interconversion des formes cycliques 
et linéaires des aldoses et des cétoses, ces sucres réagissent comme 
des aldéhydes ou des cétones typiques. L'oxydation douce d’un 
aldose par voie chimique ou enzymatique conduit à la transforma- 
tion du groupement aldéhyde en fonction acide carboxylique, ce 
qui donne un acide aldonique comme l'acide gluconique. Le 
nom des acides aldoniques est obtenu en ajoutant le suffixe 
-onique à la racine de l'aldose correspondant. 


ICOOH 
H—<C—OH 
Ho—C-H 
H—<C—OH 
H-#C—0n 
‘CH,0H 
Acide p-gluconique 
Les saccharides dont les carbones anomériques ne sont pas impli- 
qués dans la formation de glycosides, sont appelés sucres réduc- 
teurs en raison de la facilité avec laquelle le groupement aldéhyde 


réduit des agents oxydants doux. Un test standard qui permet de 
détecter la présence d'un sucre réducteur consiste à réduire des 
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FIGURE 11-93 La D-glucono-6-lactone et la D-glucurono-8-lactone 
sont respectivement les lactones de l'acide b-gluconique et de l'acide 
D-glucuronique. Le « à » indique que l'atome d'O qui ferme le cycle lac- 
tone est aussi un substituant du C.. 


ions Ag* en solution ammoniacale (réactif de Tollens) qui forme 
un miroir d'argent métallique sur les parois du récipient où s’est 
faite la réaction. 

L'oxydation spécifique de la fonction alcool primaire d'un aldose 
donne un acide uronique dont le nom est obtenu en ajoutant le suf- 
fixe -wronique à la racine du nom de l'aldose correspondant. Les 
acides D-glucuronique, D-galacturonique, et D-mannuronique 
sont des constituants importants de nombreux polysaccharides. 
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Les acides uroniques peuvent prendre les formes pyranose, fura- 
nose et linéaire. 

Les acides aldoniques et uroniques ont, tous deux, une forte 
propension à former des esters intramoléculaires, ce qui donne des 
lactones à cinq ou six sommets (Fig. 11-9), L'acide ascorbique 
(vitamine C, Fig. 11-10) est une y-lactone synthétisée par les 


Acide Acide Acide 
L-ascorbique L-déhydroascorbique L-dicétogulonique 


FIGURE 11-10 Oxydation réversible de l'acide L-ascorbique en acide 
L-déhydroascorbique. Elle est suivie par l'hydrolyse physiologique irré- 
versible de son cycle lactone pour donner l'acide L-dicétogulonique. 
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plantes et la plupart des animaux, exceptés les primates et les 
cochons d'Inde, Une carence prolongée en vitamine C dans le 
régime de l'homme conduit au scorbut, qui est dû à une déficience 
dans la synthèse du collagène (Section 8-2B). Le scorbut résulte 
en général de l'absence de nourriture fraîche. Dans des conditions 
physiologiques, l'acide ascorbique s’oxyde réversiblement en 
acide déhydroascorbique qui, à son tour, est iréversiblement 
hydrolysé en acide dicétogulonique (Fig. 11-10) inactif en tant 
que vitamine. 

Les aldoses et les cétoses peuvent être réduits dans des condi- 
tions douces, par exemple par le NaBH,, ce qui donne des polyal- 
cools acycliques appelés alditols, le nom étant obtenu en ajoutant 
le suffixe -irol à la racine du nom de l'aldose correspondant. Le 
ribitol est un constituant des coenzymes flaviniques (Section 16- 
2C), et le glycérol et l'alcool polycyclique myo-inositol sont des 
constituants importants de certains lipides (Section 12-1). Le xyli- 
tol est un édulcorant utilisé dans les chewing-gums et les bonbons 
« Sans SUCTE », 
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c. Autres dérivés de sucres biologiquement importants 

Les unités monosaccharidiques dans lesquelles un groupement 
OH est remplacé par un H sont des sucres désoxy. Le plus impor- 
tant d'entre eux est le B-Db-2-désoxyribose, le sucre du squelette 
sucre-phosphate de l'ADN, Le L-rhamnose et le L-fucose sont des 
constituants fréquents des polysaccharides. 


CH;OH OH = 

7 N HO CH, 0 OH 
H H OH OH 

B-n-2-Désoxyribose 2 _s-t-Rhamnose 


Dans les sucres aminés, un ou plusieurs groupements OH sont 
remplacés par un groupement amine souvent acétylé. La D-gluco- 
samine et la D-galactosamine sont des constituants de nombreux 
polysaccharides biologiquement importants. 
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Acide N-acétylmuramique (NAM) 


L'acide N-acétyImuramique, dérivé de sucre aminé qui résulte 
d’une liaison éther entre la N-acétyl-b-glucosamine et l'acide D- 
lactique, est un constituant essentiel des parois des cellules bacté- 
riennes (Section 11-3B), L'acide N-acétylneuraminique, qui dérive 
de la N-acétyImannosamine et de l'acide pyruvique (Fig. 11-11), 
est un constituant important des glycoprotéines (Section 11-3C) et 
des glycolipides (Section 12-1D). L'acide N-acétyIneuraminique et 
ses dérivés sont souvent dénommés acides sialiques. 


2 B LES POLYSACCHARIDES 


Les polysaccharides, appelés également glycanes, sont constitués 
de monosaccharides liés entre eux par des liaisons glycosidiques. 
On distingue les homopolysaccharides et les hétéropolysaccha- 


rides selon qu'ils présentent un ou plusieurs types de monosac- 
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FIGURE 11-11 L'acide N-acétyineuraminique sous ses formes 
linéaire et pyranosique. Noter que le cycle pyranosique englobe le 
résidu d'acide pyruvique (en bleu) et une partie du mannose. 


tion de Ja nature de leur unité monosaccharide, Par exemple, les 
glucanes sont des polymères de glucose et les galactanes sont des 
polymères de galactose. Bien que les séquences monosacchari- 
diques des hétéropolysaccharides puissent, en principe, être aussi 
variées que celles des protéines, elles ne sont généralement for- 
mées que de quelques types de monosaccharides qui alternent 
selon une séquence répétitive. 

Les polysaccharides, à l'inverse des protéines et des acides 
nucléiques, peuvent avoir une structure branchée aussi bien que 
linéaire. Cela vient de ce que les liaisons glycosidiques peuvent 
s'établir avec n'importe lequel des groupements hydroxyle d'un 
monosaccharide, Heureusement pour les biochimistes structuraux, 
la plupart des polysaccharides sont linéaires et ceux qui sont bran- 
chés ne font intervenir que quelques types de branchement bien 
précis, 

Dans cette section, nous étudierons les structures des polysac- 
charides les plus simples, les disaccharides, puis nous verrons les 
structures et les propriétés des polysaccharides les plus abondants. 
Nous commencerons par voir comment sont élucidées les struc- 
tures des polysaccharides. 


À. Analyse des glucides 
La purification des glucides peut, grosso modo, faire appel aux 
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que celles utilisées pour la purification des protéines (Sections 
6-3 et 6-4), Une technique particulièrement performante est la 
Chromatographie d'affinité (Section 6-3C) qui utilise des pro- 
téines immobilisées appelées lectines. Les lectines sont des 
protéines généralement d'origine végétale qui se lient aux 
sucres mais que l'on trouve également chez les animaux et les 
bactéries. Parmi les lectines les plus connues, citons la conca- 
navaline A (Fig. 8-40) extraite du haricot sabre, qui lie spéci- 
fiquement les résidus &-D-glucose et œ-D-mannose, et l'agglu- 
tinine de germe de blé (ainsi appelée car elle provoque 
l'agglutination ou le regroupement des cellules), qui lie spéci- 
fiquement les acides B-N-acétylmuramique et @-N-acétylneura- 
minique. 

Caractériser un oligosaccharide consiste à déterminer la 
nature, la configuration anomérique, les liaisons et l’ordre des 
constituants monosaccharidiques. Les liaisons entre monosac- 
charides peuvent être déterminées par analyse par méthyla- 
tion, technique mise au point par Norman Haworth dans les 
années 1930: es esters méthyliques, sauf ceux qui se forment 
sur le carbone anomérique, résistent à une hydrolyse acide 
tandis que les liaisons glycosidiques sont hydrolysées. Par 
conséquent, si un oligosaccharide est entièrement méthylé puis 
hydrolysé, les groupements OH libres des monosaccharides 
méthylés résultants indiquent les positions initiales des liaisons 
glycosidiques, On identifie souvent les monosaccharides par 
chromatographie gaz-liquide (GLC) couplée à la spectromé- 
trie de masse (GLC/MS). Dans la GLC la phase stationnaire 
est un solide inerte, comme la terre de diatomées, imprégné 
d'un liquide peu volatil, tel que l'huile de silicone, et la phase 
mobile est un gaz inerte, l'He par exemple, dans lequel l'échan- 
tillon a été évaporé rapidement. D'autres techniques de spec- 
trométrie de masse pour l'analyse de molécules non volatiles 
ont été vues dans la Section 7-1J (noter cependant que, p. ex. 
tous les aldoses et les cétoses des Fig. 11-1 et 11-2 sont des 
isomères et ont donc des masses moléculaires identiques). Les 
techniques d'HPLC sont également utilisées. 

Les séquences et les configurations anomériques des mono- 
saccharides d’un oligosaccharide peuvent être déterminées en uti- 
lisant des exoglycosidases spécifiques. Ces enzymes hydrolysent 
spécifiquement leurs monosaccharides correspondants depuis les 
extrémités non réductrices des oligosaccharides (les extrémités 
où il n'y a pas d'atome de carbone anomérique) à la manière 
des exopeptidases avec les protéines (Section 7-1A). Par 
exemple, la B-galactosidase détache les anomères B du galac- 
tose en position terminale, alors que les &-mannosidases font de 
même avec les anomères & du mannose. Certaines de ces exo- 
glycosidases sont spécifiques de l'aglycone, les chaînes gluci- 
diques auxquelles est lié le monosaccharide qui doit être déta- 
ché (le glycon). En spectrométrie de masse, on peut déduire la 
séquence d'un polysaccharide à partir des diminutions de masse 
produites par des exoglycosidases. L'utilisation d'endoglycosi- 
dases (hydrolases qui scindent des liaisons glycosidiques entre 
des résidus de sucres non terminaux) de spécificités différentes 
peut également contribuer à la détermination de la séquence. 
L'étude des oligosaccharides par RMN du proton et du °C est 
également utile à leur séquençage si l'on dispose d'une quantité 
suffisante. Les techniques de RMN à deux dimensions peuvent 
fournir des renseignements sur les conformations des oligosac- 
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B. Les disaccharides 


Nous commencerons l'étude des polysaccharides par les disaccha- 
rides (Fig. 11-12). Le saccharose, le disaccharide le plus abon- 
dant, se trouve dans le règne végétal et nous le connaissons comme 
sucre de table, Sa structure (Fig. 11-12) a été établie par la tech- 
nique de méthylation que nous avons vue et a été confirmée plus 
tard par rayons X. Pour nommer de façon systématique un poly- 


Cellobiose 
FIGURE 11-12 Omuelaues disaccharides courants. 


saccharide, on doit spécifier la nature des monosaccharides qui le 
constituent, leurs formes cycliques, leurs configurations anomé- 
riques, et le type de liaison. Le saccharose est donc l’O-a-D-glu- 
copyranosyl-(1 —> 2)-B-D-fructofuranoside, où le symbole (1 —> 2) 
indique que la liaison glycosidique unit le C1 du résidu glucose au 
C2 du résidu fructose. Remarquer que ces deux positions étant 
celles des carbones anomériques de leurs monosaccharides res- 
pectifs, le saccharose n’est pas un sucre réducteur (comme l’im- 
plique le suffixe -ide). 

L'hydrolyse du saccharose en D-glucose et D-fructose s'ac- 
compagne d’un changement du sens de rotation optique qui passe 
de dextro à levo. C'est pourquoi le saccharose est parfois appelé 
sucre inverti et l'enzyme qui catalyse cette hydrolyse, l'œ-D-glu- 
cosidase, est appelée de façon archaïque l'invertase. 

Le lactose [0-B-D-galactopyranosyl-(1 — 4)-D-glucopyranose] 
ou sucre du lait se trouve naturellement et uniquement dans le lait, 
où sa concentration va de 0 à 7 % selon les espèces. Le carbone 
anomérique libre de son résidu glucose explique que le lactose est 
un sucre réducteur. 


Normalement, les enfants possèdent l'enzyme intestinale B-D-galactosi- 
dase ou lactase qui hydrolyse le lactose en ses deux constituants mono- 
saccharidiques afin qu'ils passent dans la circulation sanguine. Cependant, 
beaucoup d'adultes, dont la plupart des populations noires et presque tous 
les Orientaux, ont une faible teneur de cette enzyme (comme la plupart des 
mammifères adultes). Par conséquent, la plus grande partie du lactose 
contenu dans le lait qu'ils boivent reste dans leur tube digestif jusqu'au 
côlon, où sa fermentation bactérienne conduit à la formation de grandes 
quantités de CO,, H;, et d'acides organiques irritants. Il s'ensuit des 
troubles digestifs parfois douloureux appelés intolérance au lactose. 
C'est peut-être pour cela que la cuisine orientale, caractérisée par la grande 
variété d'aliments qu'elle utilise, n'emploie pas de produits lactés. Récem- 
ment, la technologie nutritionnelle moderne est venue à l'aide des ama- 
teurs de lait intolérants au lactose : des produits lactés dans lesquels le lac- 
lose a été hydrolysé par voie enzymatique sont maintenant disponibles 
dans le commerce. 


Il existe plusieurs disaccharides glucosyl-glucose courants. En 
font partie le maltose [O-a-D-glucopyranosyl-(1 — 4)-D-glucopy- 
ranose], produit de l'hydrolyse enzymatique de l’amidon; l'iso- 
maltose, qui est son isomère a(l — 6); et la cellobiose, qui est 
son isomère f(1 —> 4), le disaccharide répétitif de la cellulose. 

On ne trouve dans la nature que quelques oligosaccharides à 
trois unités monosaccharides ou plus. On les trouve tous dans les 
plantes, ce qui n'est pas une surprise. 


C. Polysaccharides de structure : la cellulose et la 
chitine 

Les plantes ont des parois cellulaires rigides (Fig. 1-9). Afin de 
conserver leur morphologie, ces parois doivent pouvoir résister 
aux différences de pression osmotiques entre les espaces extra- et 
intracellulaires qui peuvent atteindre 20 atm. Pour les plantes de 
grande taille, comme les arbres, les parois cellulaires assurent 
aussi la fonction de support de charge. La cellulose, le principal 
constituant structural des parois cellulaires végétales (Fig. 11-13), 
représente plus de la moitié du carbone dans la biosphère : 10! kg 
de cellulose (environ) sont synthétisés et dégradés chaque année. 
Bien que la cellulose soit essentiellement d'origine végétale, on en 
trouve dans la tunique externe rigide d’invertébrés marins appelés 
tosmlalons fnnmaned£s ec Ze 1_11Y 


FIGURE 11-13 Micrographie électronique de fibres de cellulose de la 
paroi cellulaire de l'algue Chaetomorpha melagonium. Noter que la 
paroi cellulaire est formée de couches de fibres parallèles, [Biophoto 
Associntes/Photo Réséarchers.] 


La structure primaire de la cellulose a été déterminée par la 
technique d'analyse par méthylation. La cellulose est un polymère 
linéaire qui contient jusqu'à 15 000 résidus de D-glucose (un glu- 
cane) reliés par des liaisons glycosidiques B(1 —> 4) (Fig. 11-14). 


FIGURE 11-15 Un modèle structural hypothétique de 
la cellulose, Les fibres de cellulose sont formées d'envi- 
ron 4Oichaînes de glucane parallèles en extension. Cha 
cune des unités glucose réunies par des liaisons FCI —+ 4) 
d'une chaîne est retoumée par rapport au résidu qui ta 
précède et est maintenue dans cette position par des liai 
sons hydrogène intracuténaires (lignes en pointillés). Les 
chaines de glucane sont alignées latéralement pour former 
des feuillets et ces feuillets s'entassent à la verticale avec 
un décalage d'une derni-longueur d'unité glucose, L'as 
semblige total est stabilisé par des lisisons hydrogène 
intérmoléculaires entre unités glucose de chaînes voisines 
Pour plus de clarté, les atomes d'hydrogène ne participant 
pas à des lixisons hydrogène ne sont pas représentés 
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FIGURE 11-14 Structure primaire de la cellulose, Ici n peut valoir 
plusieurs milliers. 


Comme les longs polysaccharides, elle n'a pas de taille précise car, 
à la différence des protéines et des acides nucléiques, il n'existe 
pas de matrice déterminée génétiquement qui dirige sa synthèse. 

Des études de fibres de cellulose par rayons X ont conduit Ana- 
tole Sarko à proposer la structure représentée dans la Fig, 11-15, 
Cette structure très cohésive et riche en liaisons hydrogène donne 
aux fibres de cellulose une résistance exceptionnelle et les rend 
insolubles dans l'eau malgré leur caractère hydrophile. 

Dans les parois des cellules végétales, les fibres de cellulose 
sont enrobées d’une matrice et établissent des liaisons croisées 
avec celle-ci. Cette matrice est formée de plusieurs polysaccha- 
rides composés de glucose ainsi que d’autres monosaccharides. 
Dans le bois, ce ciment matriciel contient aussi une forte propor- 
tion de lignine, un polymère phénolique analogue à un plastique. 
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Chitine 
FIGURE 11-16 Structure de la chitine, La chitine est un homopoly- 
mère d'unités de N-acétyl-D-glucosamine réunies par des liaisons B 
(1 — 4). 


Il suffit d'observer un grand arbre dans une bourrasque pour 
constater la résistance considérable des parois cellulaires végé- 
tales. On peut les comparer aux « matériaux composites » utilisés 
dans le bâtiment, comme le béton armé. Les matériaux composites 
peuvent résister à de très grandes tensions car la matrice répartit 
uniformément celles-ci parmi les éléments qui servent d’armature, 

Bien que les vertébrés ne synthétisent pas eux-mêmes d'en- 
zyme capable d'hydrolyser les liaison B{1 — 4) de la cellulose, le 
tractus digestif des herbivores contient des micro-organismes sym- 
biotiques qui sécrètent un ensemble d'enzymes, appelées collecti- 
vement cellulase, qui assurent cette hydrolyse. Cependant, la 
dégradation de la cellulose est un processus lent en raison de ses 
chaînes glucanes très compactes et riches en liaisons hydrogène, 
qui rendent difficile l'accès de la cellulase et qui ne se séparent pas 
facilement, même après rupture de plusieurs liaisons glycosi- 
diques. C'est pourquoi la digestion de plantes fibreuses comme 
l'herbe, par les herbivores, est un processus plus complexe et qui 
demande plus de temps que la digestion de la viande par les car- 
nivores (les bovins, par exemple, ont un estomac à plusieurs 
poches et doivent ruminer). De même, la dégradation des plantes 
mortes par les champignons et d’autres organismes, et la destruc- 
tion de maisons en bois par les termites, nécessitent souvent plu- 
sieurs années. 

La chitine est le constituant structural fondamental de l'exos- 
quelette d’invertébrés tels que les crustacés, les insectes et les arai- 
gnées, et on en trouve aussi dans les parois cellulaires de la plu- 
part des champignons et de beaucoup d'algues. On estime la 
production annuelle de chitine à 10"* kg environ, principalement 
dans les océans. Elle est donc presque aussi abondante que la cel- 
lulose, La chitine est un homopolymère de résidus N-acétyl-D-glu- 
cosamine réunis par des liaisons B(I — 4) (Fig. 11-16). Elle ne dif- 
fère de la cellulose que par la présence d'un groupement acétamide 
porté par chaque C2-OH. Des études par rayons X montrent que 
la chitine et la cellulose ont des structures semblables. 


D. Polysaccharides de réserve : l’amidon et le 
glycogène 


a. L'amidon est une réserve nutritionnelle pour les plantes 
et un aliment majeur pour les animaux 
L'amidon est un mélange de glucanes que les plantes synthéti- 
sent comme réserve nutritive principale. On le trouve dans le cvto- 


(a) | CH,0H CH,0H 


H4—0 4H H 0, 4 


H OH H OH 


FIGURE 11-17 L'a-amylose. (0) Ses résidus D-glucose sont réunis par 
des linisons ot —+ 4) (en rouge), Ici, n est égal à plusieurs milliers. (b) 
Ce polymère répétitif régulier forme une hélice de pas à gauche. Noter 
les grandes différences de structure et de propriétés dues au remplace- 
ment des linisons Gt —+ 4) de l'amylose par les liaisons B(I —+ 4) de la 
cellulose (Fig. 11-15). [Copyright Irving Geis.] 


et d'amylopectine. L'aœ-amylose est un polymère linéaire de plu- 
sieurs milliers de résidus de glucose réunis par des liaisons a(1 — 4) 
(Fig. 11-174), Bien que l'a-amylose soit un isomère de la cellu- 
lose, il 4 des propriétés structurales très différentes. Ceci, parce 
que les liaisons B-glycosidiques de la cellulose obligent chaque 
résidu glucose successif à faire un angle de 180° par rapport au 
résidu précédent, ce qui donne au polymère une conformation 
homogène en pleine extension (Fig. 11-15). Par contre, les liaisons 
a-glycosidiques de l'œx-amylose lui confèrent une conformation 
d'hélice enroulée irrégulière (Fig. 11-17b). 

L'amylopectine est constituée essentiellement de résidus glu- 
cose réunis par des liaison al — 4) mais c'est une molécule bran- 
chée en raison de points de branchement a{l —+ 6) que l'on trouve 
en moyenne tous les 24 à 36 résidus de glucose (Fig. 11-18). Les 
molécules d'amvlonectine neuvent contenir iusau'à 10 résidus 
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(b) FIGURE 11-18 L'amylopectine. (a) Sa structure primaire près d'un de 


ses points de branchement a(l —+ 6) (en rouge). (b) Sa structure buisson- 
neuse avec les résidus glucose aux points de branchement indiqués en 
rouge. La distance réelle qui sépare les points de branchement corres- 
pond à 24 à 30 résidus glucose. Le glycogène a une structure semblable 
mais les points de branchement se situent tous les 8 à 14 résidus. 


réserve de glucose sous forme d'amidon diminue fortement la 
valeur des pressions osmotiques intracellulaires qui seraient 
atteintes si le glucose était stocké sous forme monomérique, car la 
pression osmotique est proportionnelle au nombre de molécules 
d'un soluté dans un volume donné, 


b. La digestion de l’amidon se fait par étapes 

La digestion de l’amidon, principale source de glucides pour 
l'homme, commence dans la bouche, La salive contient de l'a 
amylase, qui hydrolyse au hasard toutes les liaisons glycosidiques 
a(l — 4) sauf les plus extrêmes et celles proches de points de 
branchement. Quand la nourriture mâchée complètement parvient 
à l'estomac, où l'acidité inactive l'œ-amylase, la longueur 
moyenne des chaînes d'amidon est passée de plusieurs milliers à 
moins de huit unités glucose, La digestion de l'amidon continue 
dans l'intestin grêle sous l'influence de l'&-amylase pancréatique, 
qui est semblable à l'œ-amylase salivaire. Cette enzyme dégrade 
l'amidon en un mélange du disaccharide maltose, du trisaccharide 
maltotriose, formé de trois résidus glucose réunis par des liaisons 
a(l — 4), et d'oligosaccharides appelés dextrines qui présentent 
des branchements a(1 — 6), Ces oligosaccharides sont hydrolysés 
en monosaccharides par des enzymes spécifiques contenues dans 
les membranes de la bordure en brosse de la muqueuse intestinale : 
une a-glucosidase, qui détache un par un les résidus glucose des 
oligosaccharides, et une a-dextrinase ou enzyme débranchante, 
qui hydrolyse les liaisons a(1 — 6) et al — 4), une saccharase, 
et, du moins chez les enfants, une lactase, Les monosaccharides 
résultants sont absorbés par l'intestin et transportés vers la circu- 
lation sanguine (Section 20-4A), 


c. Le glycogène est «l’amidon animal » 
den Le Prqnelen aerloumnire crus “ glyco- Le glycogène, le polysaccharide de réserve des animaux, se 
racrat be sie . cellule hépatique. Les om trouve dans toutes les cellules mais est surtout abondant dans les 
prete sage CE ORNE PRE CEA PRE muscles squelettiques et dans le foie, où il se trouve sous forme de 


dique. Remarq les granules de glycogène tendance à 
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branché, les points de branchement se trouvant tous les 8 à 14 rési- 
dus glucose. Le degré de polymérisation du glycogène est néan- 
moins semblable à celui de l’amylopectine. Dans la cellule, le gly- 
cogène est dégradé par la glycogène phosphorylase pour être 
utilisé dans le métabolisme. Cette enzyme phosphorolyse les liai- 
sons O(I — 4) de façon séquentielle et vers l’intérieur depuis les 
extrémités non réductrices pour donner du glucose-1-phosphate. 
La structure très branchée du glycogène, qui possède de nom- 
breuses extrémités non réductrices, permet la mobilisation rapide 
de glucose en fonction des besoins métaboliques. Les liaisons 
a{l — 6) du glycogène sont hydrolysées par une enzyme débran- 
chante. Ces enzymes jouent un rôle important dans le métabolisme 
du glucose comme nous le verrons dans la Section 18-1. 


E. Glycosaminoglycanes 


Les espaces extracellulaires, en particulier ceux des tissus conjonc- 
tifs comme le cartilage, les tendons, la peau, et les parois des vais- 
seaux sanguins, contiennent des fibres de collagène et d'élastine 
(Section 8-2B) enrobées dans une matrice gélatineuse appelée 
substance fondamentale. Celle-ci est formée essentiellement de 
glycosaminoglycanes (appelés aussi mucopolysaccharides), qui 
sont des polysaccharides non branchés où alternent des résidus 
d'acide uronique et d’hexosamine. Les solutions de glycosamino- 
glycanes ont une consistance sirupeuse due à leur viscosité et leur 
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élasticité. Dans les paragraphes suivants, nous étudierons l'origine 
structurale de ces propriétés mécaniques importantes. 


a. L'acide hyaluronique 

L'acide hyaluronique (ou hyaluronane) est un glycosamino- 
glycane important de la substance fondamentale, du liquide syno- 
vial (le fluide qui lubrifie les articulations), et de l'humeur vitrée 
des yeux. On le trouve également dans les capsules qui entourent 
certaines bactéries, généralement pathogènes. Les molécules 
d'acide hyaluronique résultent de l’association de 250 à 25 000 
unités disaccharidiques reliées par des liaisons $(1 — 4) consti- 
tuées d'acide D-glucuronique et de N-acétyl-D-glucosamine unis 
par une liaison B(I —> 3) (Fig. 11-20). Le caractère anionique de 
ses résidus d'acide glucuronique permet à l'acide hyaluronique de 
lier fortement des cations tels que K*, Na, et Ca?*, L'analyse de 
fibres par rayons X montre que l'hyaluronate de Ca?* forme une 
hélice lâche à un seul brin, de pas à gauche, avec trois unités disac- 
charidiques par tour (Fig. 11-21). 

Les caractéristiques structurales de l’hyaluronate correspon- 
dent à ses fonctions biologiques. Sa masse moléculaire élevée et 
les nombreux groupements anioniques qui se repoussent mutuelle- 
ment font de l’hyaluronate une molécule rigide très hydratée qui, 
en solution, peut occuper un volume près de 1000 fois supérieur 
au volume occupé à l'état sec, Les solutions d'hyaluronate ont 
donc une viscosité qui dépend du glissement (des forces égales et 
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FIGURE 11-21 Structure d'une fibre d’hyaluronate de Ca?* détermi- 
née par rayons X. Le polyanion hyaluronate forme une simple hélice de 
pas à gauche en extension avec trois unités disaccharidiques par tour, sta- 
bilisée par des liaisons hydrogène intramoléculaires (lignes en pointillés). 
Les atomes d'H et les ions Ca?* ne sont pas représentés. [D'après Winter, 
W.T. and Amott, S., J. Mol. Biol. 117, 777 (1977) PDBid 4HYA.] 


contraires s'exercent sur les côtés opposés d’un objet soumis à un 
glissement). Pour de faibles vitesses de glissement, les molécules 
d’hyaluronate forment des masses confuses qui gênent fortement 
l'écoulement ; autrement dit, la solution est très visqueuse. Au fur 
et à mesure que le glissement s'accélère, les molécules d'hyaluro- 
nate rigides ont tendance à s'aligner dans le sens du flux, lui 
offrant ainsi moins de résistance. Ce comportement visco-élastique 
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L'acide hyaluronique et d’autres glycosaminoglycanes (cf. ci- 
dessous) sont dégradés par l'hyaluronidase, qui hydrolyse leurs liai- 
sons f(1 —> 4). On trouve des hyaluronidases dans de nombreux 
tissus animaux, dans les bactéries (ce qui faciliterait leur pénétration 
dans les tissus animaux), et dans les toxines de serpent et d'insecte. 


b. Autres glycosaminoglycanes 

Parmi les autres glycosaminoglycanes constituants de la sub- 
stance fondamentale on trouve des molécules formées de 50 à 
1000 unités disaccharidiques sulfatées dont les proportions varient 
selon le tissu et l'espèce. Les plus répandues de ces substances 
sont données ci-dessous (Fig. 11-20) : 


1. La chondroïtine-4-sulfate (du grec chondros, cartilage), un 
constituant majeur du cartilage et d'autres tissus conjonctifs, où 
des résidus N-acétyl-D-galactosamine-4-sulfate remplacent les 
résidus N-acétyl-D-glucosamine de l’hyaluronate. 

2. La chondroîtine-6-sulfate qui est sulfatée au niveau du C6 
de ses résidus N-acétyl-D-galactosamine. Les deux chondroïtines 
sulfate se trouvent séparément ou en mélange selon les tissus. 

3. Le dermatane sulfate, ainsi appelé car il est très répandu 
dans la peau, diffère de la chondroïtine-4-sulfate par l’inversion de 
configuration du C5 des résidus de B-D-glucuronate ce qui donne 
l'a-L-iduronate. Ceci résulte de l’épimérisation enzymatique de 
ces résidus après la formation de la chondroïtine. L'épimérisation 
est généralement incomplète, d'où la présence de résidus glucuro- 
nate dans le dermatane sulfate, 

4. Le kératane sulfate (à ne pas confondre avec la protéine 
kératine) contient des résidus alternants de D-galactose et de N- 
acétyl-D-glucosamine-6-sulfate reliés par des liaisons B(1 — 4). 
C'est le plus hétérogène des principaux glycosaminoglycanes du 
fait que sa teneur en sulfate est variable et qu'il contient de petites 
quantités de fucose, de mannose, de N-acétylglucosamine, et 
d'acide sialique. 

5. L'héparine est un glycosaminoglycane dont le degré de sul- 
fatation varie, constitué principalement de résidus alternants de D- 
iduronate-2-sulfate et de N-sulfo-D-glucosamine-6-sulfate reliés 
par des liaisons G{1 — 4) . On trouve en moyenne 2,5 groupements 
sulfates par unité disaccharidique, ce qui en fait le polyélectrolyte 
le plus chargé négativement des tissus de mammifère, L'héparine, 
contrairement aux autres glycosaminoglycanes, n’est pas un consti- 
tuant des tissus conjonctifs, mais se trouve presque exclusivement 
dans les granules intracellulaires des mastocytes qui bordent les 
parois artérielles, notamment dans le foie, les poumons et la peau. 
Elle inhibe la coagulation du sang, et l'on pense que sa libération 
consécutive à une blessure évite la formation et l'introduction de 
caillots dans la circulation (Section 35-1E). L'héparine est très uti- 
lisée en tant qu'inhibiteur de la coagulation du sang, en particulier 
chez des malades qui viennent d'être opérés. L'héparane sulfate, 
un constituant ubiquitaire que l'on trouve aussi bien à la surface 
cellulaire que dans l'espace extracellulaire des parois des vaisseaux 
sanguins et du cerveau, ressemble à l’héparine mais sa composition 
est beaucoup plus variable avec moins de groupements N- et O-sul- 
fates et plus de groupements N-acétyles. 


3 M LES GLYCOPROTÉINES 
Jusqu'aux années 1960, les glucides étaient considérés comme des 
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TABLEAU 11-1 Propriétés de quelques protéoglycanes 


Masse moléculaire approximative Type de glycosamino- 


Protéoglycane de la protéine centrale (kD) glycane (Nombre 
Protéoglycanes interagissant avec 

l'acide hyaluronique 

Aggrecan 220 CS (—100), KS (—30) 
Versican 265-370 CS/DS (10-30) 
Neurocan 136 CS (3-7) 
Protéoglycanes des lames basales 

Perlecan 400-467 Héparane sulfate/CS (3) 
Agrine 250 Héparane sulfate (3) 
Bamacan 138 CS (3) 

Petits protéoglycanes riches en leucine 

Décorine 40 DS/CS (1) 
Fibromoduline 42 KS (2-3) 
Ostéoglycine 35 KS (2-3) 


“Abréviations: CS, chondroïtine sulfate; DS, dermatane sulfate: KS, kératane sulfate. 
Source: lozzo, R.V.. Annu Rev. Biochem. 67, 611, 626, 624 (1998). 


gêne qui compliquait la « purification » des protéines. Cependant, 
la plupart des protéines sont, en fait, des glycoprotéines : ce qui 
veut dire qu'elles sont associées par covalence avec des glucides. 
Les glycoprotéines ont des pourcentages très variables en glucides, 
entre < 1% et > 90% en poids. On en trouve dans toutes les 
formes de vie et elles ont des fonctions qui couvrent la totalité du 
spectre des activités des protéines : enzymes, transporteurs, récep- 
teurs, hormones et protéines structurales. Leurs copules gluci- 
diques, comme nous le verrons, peuvent jouer des rôles biolo- 
giques importants, mais dans de nombreux cas, leurs fonctions 
restent un mystère. 

Les chaînes polypeptidiques des glycoprotéines, comme celles 
des protéines, sont synthétisées sous contrôle génétique. Par 
contre, leurs chaînes glucidiques sont synthétisées par voie enzy- 
matique et sont liées par covalence au polypeptide sans l’aide 
contraignante de matrices d'acide nucléique. Les enzymes néces- 
saires à la formation des chaînes glucidiques ne se trouvent pas, en 
général, en quantités suffisantes pour assurer la synthèse de pro- 
duits uniformes. C'est pourquoi les glycoprotéines ont des com- 
positions glucidiques variables, on parle de microhétérogénéité, 
ce qui complique leur purification et leur caractérisation. 

Dans cette section, nous étudierons les structures et les pro- 
priétés des glycoprotéines. Nous étudierons plus particulièrement 
les glycoprotéines des tissus conjonctifs, celles des parois des cel- 
lules bactériennes, et plusieurs glycoprotéines solubles. Nous ter- 
minerons en dégageant les principes généraux relatifs à la struc- 
ture et à la fonction des glycoprotéines. 


A. Protéoglycanes 


Les protéines et les glycosaminoglycanes de la substance fonda- 
mentale, des membranes basales [la fine couche de matrice extra- 
cellulaire qui sépare les cellules épithéliales (celles qui délimitent 
les cavités du corps et les surfaces libres) des cellules sous- 
farantacl at ÂAne mamlbhranne Âne enrfanne rallulairae en racenmhlianrs 


de macromolécules appelées protéoglycanes. Les protéoglycanes 
sont constitués d'un cœur protéique ou protéine centrale à laquelle 
au moins une chaîne de glycosylaminoglycane, le plus souvent du 
kératane sulfate et/ou de la chondroïtine sulfate, est liée par cova- 
lence. De nombreux types de protéines centrales ont été caractéri- 
sées (Tableau 11-1). Les protéoglycanes exercent de nombreuses 
fonctions, celle d'organiser la morphologie des tissus en interagis- 
sant avec des molécules telles que le collagène, celle de filtres 
sélectifs qui contrôlent le trafic des molécules selon leur taille et/ou 
leur charge, celle enfin de réguler l'activité d'autres protéines 
comme celles impliquées dans la signalisation (voir ci-dessous). 
Les micrographies électroniques (Fig. 11-224) associées à des 
expériences de reconstitution montrent que les protéoglycanes for- 
ment d'énormes complexes. Par exemple, l'agrécant, le protéo- 
glycane principal du cartilage, a une architecture moléculaire en 


FIGURE 11-22 Les protéoglyennes. (a) Micrographie électronique 
montrant la chaîne centrale d'acide hyaluronique, qui va de haut en bas 
de la photo, Cette chaîne porte de nombreuses projections, chacune étant 
formée d'une protéine centrale d'où partent des protubérances buisson- 
neuses de polysaccharides, [D'après Caplan, A.L, Sci, Am. 251(4): 87 
(1984). Copyright 1984 Scientific American, Inc. Avec autorisation. ] 

(b) Le modèle en « goupillon » du protéoglycane, Les protéines centrales 
(l'une d'elles est montrée s'étendant vers le bas au centre du schéma ) se 
projettent depuis La chaîne centrale d'acide hyaluronique représentée ici 
par la ligne horizontale en haut. La protéine centrale est ancrée à l'acide 
hyaluronique de façon non covalente, par l'intermédiaire de son extrémité 
globulaire N-terminale associée à la protéine de liaison et stabilisée par 
celle-ci. La protéine centrale présemte trois régions de liaison pour les oli- 
gosaccharides : (1) la région interne qui lie essentiellement des oligosac- 
chanides par l'intermédiaire d'atomes N des chaînes latérales de résidus 
Asn: (2) la région centrale qui lie des oligosaccharides, dont beaucoup 
portent des chaînes de kératane sulfate, par l'intermédiaire d'atomes O de 
résidus Ser et Thr ; et (3) la région externe qui lie principalement des 
chaînes de chondroïtine sulfate unies à la protéine centrale par un trisac- 
charide galactose-galactose-xylose lié aux atomes O de résidus Ser dans 
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FIGURE 11-23 Représentation schématique 
Gram positif et (b) une bactérie Gram négatif. 


a été élucidée en grande partie par Jack Strominger, est appelé un 
peptidoglycane ou une muréine (du latin murus, mur). Son 
constituant polysaccharidique est formé de chaînes linéaires où 
alternent la N-acétylglucosamine (NAG) et l'acide N-acétyimura- 
mique (NAM) réunis par des liaisons B(1 > 4). Le résidu acide 
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(b) Bactérie Gram négatif 


Membrane externe 


Peptidoglycane 
(paroi cellulaire) 


comparant les enveloppes cellulaires de (a) une bactérie 


lactique du NAM forme une liaison amide avec un tétrapeptide qui 
contient un D-aminoacide, ce qui donne l'unité répétitive du pep- 
tidoglycane (Fig. 11-24), Des chaînes de peptidoglycanes voisines 
et parallèles établissent des liaisons croisées covalentes par l'in- 
termédiaire des chaînes latérales du tétrapeptide, Dans la bactérie 


(b) 


Acide N-Acétylmuramique 


FIGURE 11-24 Structure chimique d’un peptidoglycane. (a) L'unité 
répétitive du peptidoglycane est un disaccharide NAG-NAM dont la 
chaîne latérale lactyl forme une liaison amide avec un tétrapeptide. Le 
tétrapeptide de S. aureus est représenté. Le terme isoglutamate signifie 
qu'il se forme une liaison peptidique avec le groupement y-carboxylique 
de Glu. Dans certaines espèces, son groupement &-carboxylique est rem- 
placé par un groupement amide, ce qui donne la D-isoglutamine, et le 
résidu L-Lys peut, où non, avoir un groupement carboxylique substitué 
sur son C, pour donner l'acide diaminopimélique. (b) Le peptidoglycane 
de la paroi cellulaire de S. aureus. Chez d'autres bactéries Gram positif, 
les ponts de connexion pentaGly représentés ici peuvent contenir diffé- 
rents acides aminés tels que Ala ou Ser. Chez les bactéries Gram négatif, 
les chaines peptidiques sont liées directement par des liaisons pepti- 
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Gram positif Sraphylococcus aureus, dont la séquence du tétra- 
peptide est L-Ala-D-isoglutamyl-L-Lys-D-Ala, cette liaison croisée 
est assurée par une chaîne de pentaglycine qui va du groupement 
C-terminal d'un tétrapeptide jusqu'au groupement €-amino du 
résidu Lys d’un tétrapeptide voisin. La paroi cellulaire bactérienne 
est formée de plusieurs couches concentriques de peptidoglycanes 
qui forment probablement des liaisons croisées dans la troisième 
dimension; les bactéries Gram positif peuvent avoir jusqu'à 20 
couches de ce genre. 

La présence de D-aminoacides rend les peptidoglycanes résis- 
tants aux protéases. Cependant, le lysozyme, une enzyme que l'on 
trouve dans les larmes, le mucus, et d’autres sécrétions corporelles 
ainsi que dans le blanc d'œuf, catalyse l’hydrolyse de la liaison gly- 
cosidique B{1 — 4) entre le NAM et le NAG. Par conséquent, le 
traitement de bactéries Gram positif avec le lysozyme détruit leurs 
parois cellulaires, ce qui entraine la lyse de la cellule (les bactéries 
Gram négatif sont résistantes au lysozyme). Le lysozyme fut 
découvert par le bactériologiste anglais Alexander Fleming en 1922 
après qu'il se soit aperçu qu'une colonie bactérienne n'avait pas 
survécu à la projection de mucus nasal due à un étermuement. Fle- 
ming espérait alors que le lysozyme serait un antibiotique universel 
mais, malheureusement, il s'avéra d'usage clinique inefficace 
contre les bactéries pathogènes. La structure et le mécanisme d'ac- 
tion du lysozyme seront étudiés en détail dans la Section 15-2. 


b. La pénicilline tue les bactéries en inhibant la 

biosynthèse de leur paroi cellulaire 

En 1928, Fleming remarqua que la contamination accidentelle 
d'une culture bactérienne par la moisissure Penicillium notatum 
avait lysé les bactéries touchées (une illustration de la maxime de 
Pasteur : la chance favorise un esprit averti). Cela était dû à la 
pénicilline (Fig. 11-25), un antibiotique sécrété par la moisissure. 
Cependant, en raison des difficultés d'isolement et de caractérisa- 
tion de la pénicilline dues à son instabilité, il fallut attendre plus 
de 15 ans avant que la pénicilline ne soit utilisée couramment en 
médecine clinique. La pénicilline inactive, en s'y liant, les 
enzymes qui permettent la formation de liaisons croisées entre les 
chaînes de peptidoglycanes des parois cellulaires. Puisque le déve- 
loppement des parois cellulaires nécessite aussi l'intervention 
d'enzymes qui dégradent les parois cellulaires, des bactéries en 
croissance sont lysées par la pénicilline : autrement dit, la pénicil- 
line détruit l'équilibre normal entre biosynthèse et dégradation des 
parois cellulaires. De plus, puisqu'aucune enzyme humaine ne lie 
la pénicilline, elle n'est que très peu toxique pour l'homme, un 
gros avantage en thérapeutique. 


Pénicilline 
FIGURE 11-25 Structure de la pénicilline, La pénicilline contient un 
noyau thiazolidine (en rouge) accolé à un noyau B-lactame (en bleu). Un 
groupement R variable est lié au noyau B-lactame par une liaison pepti- 
dique. Dans la benzyl pénicilline (pénicilline G), un des dérivés naturels 
cliniquement efficaces, R est le groupement benzyle (—CH,6). Dans 
l'ampicilline, un dérivé hémisynthétique, R est le groupe aminobenzyle 
[-—-CH(NH,)6]. 


Des bactéries traitées par de la pénicilline et maintenues dans un milieu hyper- 
tonique restent intactes, bien qu'elles n'aient plus de parois cellulaires. De 
telles bactéries, appelées protoplastes où sphéroplastes, sont sphériques et 
très fragiles car elles ne sont limitées que par leurs membranes plasmiques. 
Les protoplastes sont immédiatement lysés si on les transfère dans un milieu 
normal. 


La plupart des bactéries résistantes à la pénicilline sécrètent La 
pénicillinase, qui inactive la pénicilline en hydrolysant la liaison 
amide de son noyau B-lactame (Fig. 11-26). Cependant, le fait que 
l’activité de la pénicillinase varie avec la nature du groupement R 
de la pénicilline a conduit à l'hémisynthèse de pénicillines, comme 
l'ampicilline (Fig. 11-25), qui sont cliniquement efficaces sur des 
souches de bactéries résistantes à la pénicilline. 


c. Les parois bactériennes sont garnies de groupements 

antigéniques 

La surface des bactéries Gram positif est couverte d'acides tei- 
choïques (du grec teichos, murs de la cité), qui représentent jus- 
qu'à 50% du poids sec des parois cellulaires. Les acides tei- 
choïques sont des polymères de glycérol ou de ribitol liés par des 
ponts phosphodiester (Fig. 11-27). Les groupements hydroxyles de 
ces chaînes sucre-phosphate sont substitués par des résidus D-Ala 
et des saccharides comme le glucose ou la NAG. Les acides tei- 
choïques sont ancrés aux peptidoglycanes par des liaisons phos- 
phodiester aux groupements C6 OH de leurs résidus NAG. Ils se 
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FIGURE 11-27 Structure de l'acide teichoïque. Un fragment d'acide 


teichoïque avec le squelette glycérol-phosphate qui porte en alternance 
des résidus D-Ala et NAG. 


terminent souvent par des lipopolysaccharides (lipides qui 
contiennent des polysaccharides ; Section 12-1). 

Les membranes externes des bactéries Gram négatif (Fig. 11- 
23b) sont formées de lipopolysaccharides complexes, de pro- 
téines, et de phospholipides disposés de façon compliquée. L’es- 
pace périplasmique, compartiment aqueux situé entre la 
membrane plasmique et la paroi cellulaire de peptidoglycane, 
contient des protéines qui transportent des sucres et d'autres 
nutriments. La membrane externe joue un rôle de barrière qui 
exclut des substances nuisibles (comme le colorant de Gram). 
Ceci explique pourquoi ces bactéries sont moins affectées que 
les bactéries Gram positif par le lysozyme, la pénicilline, et 
d'autres antibiotiques. 

Les eurfaces externes des hactéries Gram néveatif sont recou- 
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FIGURE 11-28 Quelques monosaccharides rares que l’on trouve 


dans les antigènes O des bactéries Gram négatif. On trouve rarement 
ces sucres chez d'autres organismes. 


spécifiques de chaque souche bactérienne (Fig. 11-28). Le fait 
que des souches mutantes de bactéries pathogènes dépourvues 
d'antigènes O ne sont pas pathogènes, suggère que les antigènes 
O sont impliqués dans la reconnaissance des cellules hôtes. Les 
antigènes O, comme leur nom l'indique, permettent aussi au sys- 
tème de défense immunitaire de l'hôte de reconnaître comme 
étrangères des bactéries infectieuses (Section 35-2A). En ce qui 
concerne la guerre biologique incessante entre le pathogène et 
l'hôte, les antigènes O sont sujets à des modifications fréquentes 
par mutations, ce qui conduit à de nouvelles souches de bacté- 
ries que l'hôte ne reconnaît pas dans un premier temps (les muta- 
tions portent sur les gènes qui spécifient les enzymes de synthèse 
des antigènes O). 


C. Structure et fonctions des glycoprotéines 


a. Les chaînes glucidiques des glycoprotéines sont très 

variées 

Presque toutes les protéines sécrétées ou associées aux mem- 
branes des cellules eucaryotes sont glycosylées. En réalité, la gly- 
cosylation des protéines est la plus fréquente de toutes les modifi- 
cations post-traductionnelles réunies. Les oligosaccharides ont 
deux possibilités de se lier directement à ces protéines, par liaison 
à N ou par liaison à O. Les analyses de séquences des glycopro- 
téines ont conduit aux généralisations suivantes concernant ces 
liaisons. 

L. Pour les liaisons N-glycosidiques (liaisons à N), une NAG 
est toujours unie nar une liaison 8 à l'azote de l'amide d'une Asn 
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FIGURE 11-29 Oligosaccharides liés à N. (a) Toutes les liaisons -gly- 
cosidiques aux glycoprotéines se font par une liaison B-W-acétylglucosa- 
mino-Asn où Asn se trouve dans la séquence Asn-X-Ser/Thr (en rouge), 
X étant n'importe quel acide aminé, (b} Les oligosaccharides liés à N ont 
généralement le cœur branché représenté : (mannose),(NAG).. (c) 
Quelques exemples d'oligosaccharides liés à N. (D'après Sharon, N. and 
Lie H Chem Fno Newc 6117): 78 (108111) 


n'importe quel résidu d'acide aminé sauf Pro et rarement Asp, 
Glu, Leu ou Trp (Fig. 11-29a). Généralement, les oligosacchanides 
de ces liaisons ont un cœur caractéristique (la séquence la plus 
interne ; Fig. 11-29b) dont les résidus mannose périphériques sont 
liés à des résidus mannose ou NAG. Ces derniers résidus peuvent, 
à leur tour, être liés à d’autres résidus de sucres d'où une grande 
variété de N-oligosaccharides. Quelques exemples sont donnés 
dans la Fig. 11-29c. 

2. La liaison O-glycosidique (liaison à O) la plus fréquente 
fait intervenir le cœur disaccharidique B-galactosyl-(1- 3)}-0- 
N-acétylgalactosamine lié en position & au groupement OH de 
Ser ou de Thr (Fig. 11-30a). Moins fréquemment, on trouve le 
galactose, le mannose ou le xylose qui forment des &-O-gly- 
cosides avec Ser ou Thr (Fig. 11-30b). Le galactose forme aussi 
des liaisons O-glycosidiques avec les résidus 5-hydroxylysyl du 
collagène (Section 8-2B). Cependant, il semble qu'il y ait peu, 
sinon pas du tout, d’autres généralisations possibles concernant 
les oligosaccharides liés à ©. Ils varient en taille, depuis un 
seul résidu de galactose dans le collagène jusqu'à des chaînes 
qui peuvent atteindre 1000 unités disaccharidiques avec les pro- 
téoglycanes. 


Les oligosaccharides se lient essentiellement aux protéines au 
niveau de coudes B. Compte tenu de leur caractère hydrophile, 
cette observation suggère que les oligosaccharides se projettent à 
la surface des protéines plutôt qu'ils ne participent à leurs struc- 
tures internes. Cette hypothèse est compatible avec les quelques 
rares structures de glycoprotéines obtenues par rayons X, par 
exemple celles d'une immunoglobuline G (Section 35-2B) et de 
l'hémagglutinine du virus de l'influenza (Section 33-4B). Elle 
concorde avec l'observation que les structures protéiques des gly- 
coprotéines ne sont pas modifiées si on enlève leurs oligosaccha- 
rides associés. 

Des études aussi bien théoriques qu'expérimentales montrent 
que les oligosaccharides ont des conformations mobiles et qui 
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FIGURE 11-30 Quelques liaisons O-glycosidiques courantes d'oligo- 
«accharides aux olvconrotéines (en rouesl 


FIGURE 11-31 Dynamique moléculaire de l'oligosaccharide de La 
ribonucléase B pancréatique bovine (ARNase B). Les conformations 
permises de l'oligosacchande (mannose)},(NAG), (en jaune) lié à un site 
unique de la protéine (en violet) sont représentées à partir d'instantanés 
superposés. {Avec la permission de Raymond Dwek, Oxford University.] 


changent rapidement (Fig. 11-31). Par conséquent, des représenta- 
tions où l'on voit les oligosaccharides avec des structures tridi- 
mensionnelles fixes n'en donnent qu’une vision imparfaite. 


b. Les glycoprotéines N-glycosvlées présentent de 

nombreuses glycoformes 

Lex cellules ont tendance à synthétiser une grande variété 
d'une même glycoprotéine N-glycosylée où chaque espèce diffé- 
rente (glycoforme) diffère quelque peu dans les séquences, les 
sites de liaison et le nombre de ses oligosaccharides liés par 
covalence, Par exemple, l’une des glycoprotéines les plus 
simples, la ribonucléase B (ARNase B) de pancréas bovin, dif- 
fère de l'enzyme ARNase A (Section 9-1A) bien caractérisée et 
dépourvue d'oligosaccharide, par la présence d’une seule chaîne 
oligosaccharidique liée à N. L'oligosaccharide possède la struc- 
ture centrale représentée dans la Fig, 11-32 avec une microhété- 
rogénélté considérable dans la position d’un sixième résidu de 
mannose, Néanmoins, l'oligosaccharide ne semble pas affecter la 
conformation, la spécificité vis-à-vis du substrat, ou les proprié- 
tés catälvtiques de l'ARNase B. Par contre, le facteur stimulant 
les colonies de macrophages et de granulocytes (GM-CSF), 
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un facteur de croissance protéique de 127 résidus d'acide aminé 
qui permet le développement, l'activation et la survie de globules 
blancs du sang appelés granulocytes et macrophages, est gly- 
cosylé de façon variable au niveau de deux sites de liaison à N 
et de cinq sites de liaison à ©. L'étude de variétés mutantes de 
GM-CSF auxquelles il manque l’un ou les deux sites de N-gly- 
cosylation, a montré que la durée de vie du GM-CSF dans la 
circulation augmente avec son degré de glycosylation. Cepen- 
dant, le GM-CSF produit par E. coli, qui n'est donc pas glyco- 
sylé (les bactéries ne glycosylent pas les protéines qu'elles syn- 
thétisent), a une activité biologique spécifique 20 fois supérieure 
au GM-CSF glycosylé naturel, 

Comme le suggèrent les exemples précédents, aucune généra- 
lisation quant aux effets de la glycosylation sur les propriétés des 
protéines ne peut être faite ; il faut déterminer par l'expérience et 
au cas par cas ces effets éventuels. Cependant, il devient de plus 
en plus évident que la glycosylation peut affecter les propriétés des 
protéines de plusieurs façons : repliement, oligomérisation, stabi- 
lité physique, activité biologique spécifique, vitesse de clairance 
du courant sanguin et résistance aux protéases. Ainsi, {a distribu- 
tion spécifique des glycoformes — selon les espèces et selon les tis- 
sus — que chaque cellule synthétise lui confère un spectre de pro- 
priétés biologiques caractéristiques. 


c. Les glycoprotéines O-glycosylées assurent souvent des 
fonctions de protection 

Les polysaccharides en liaison à © ne sont pas répartis uni- 
formément le long des chaînes polypeptidiques. On les trouve 
plutôt regroupés dans des segments fortement glycosylés (65 à 
85 % de glucides en poids) où les résidus Ser et Thr glycosylés 
représentent 25 à 40% de la séquence, Les interactions hydro- 
philes et stériques des glucides obligent ces régions très glyco- 
sylées, également riches en résidus Pro et autres résidus défavo- 
rables à la structure en hélice, à prendre une conformation en 
extension. Par exemple, les mucines, les constituants protéiques 
du mucus, sont des O-glycoprotéines de très grande taille (jus- 
qu'à 107 D) dont les chaînes oligosaccharidiques sont souvent 
sulfatées et se repoussent donc mutuellement. Les mucines, qui 
peuvent être liées aux membranes ou sécrétées, sont donc for- 
mées de chaînes rigides dépourvues de structure secondaire, qui 
occupent en moyenne des volumes proches de ceux de petites 
bactéries. Par conséquent, les mucines en concentrations physio- 
logiques forment des réseaux enchevêtrés composés de gels vis- 
queux et élastiques qui protègent et lubrifient les membranes 
muqueuses qui les produisent. 

Les cellules eucaryotes, comme nous le verrons dans la Section 
12-3D, présentent à leur surface une couche épaisse assez mal défi- 
nie de glycoprotéines et de glycolipides appelée le glycocalyx qui 
empêche l'approche de macromolécules et d'autres cellules. Com- 
ment les cellules peuvent-elles donc interagir entre elles ? Beau- 
coup de protéines de surface, les récepteurs de nombreuses macro- 
molécules par exemple, présentent des régions O-glycosylées de 
taille relativement petite et, sans doute, rigides qui réunissent les 
domaines membranaires des glycoprotéines à leurs domaines fonc- 
tionnels. On pense que cette disposition prolonge les domaines 
fonctionnels au-dessus du glycocalyx compact et dense de la cel- 


lule, permettant ainsi au domaine fonctionnel d'interagir avec les 
macrnmnlérulsc avtrarallulainne muni na mnanvent nânétrer dane la 
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FIGURE 11-33 Les surfaces de (a) une cellule normale de souris, et 
{(b) une cellule cancéreuse, vues en microscopie électronique, Les deux 
cellules ont été incubées avec la lectine concanavaline A conjuguée à de 
la ferritine, La lectine est répartie de façon homogène sur la cellule nor- 


d. Les marqueurs oligosaccharidiques interviennent dans 

de nombreuses interactions intercellulaires 

Les glycoprotéines sont des constituants importants des mem- 
branes plasmiques (Section 12-3). On peut localiser leurs motifs 
£lucidiques par microscopie électronique. Pour ce faire, on marque 
les glycoprotéines par des lectines conjuguées (liaisons croisées 
covalentes) à la ferritine, protéine de transport du fer bien visible 
en microscopie électronique à cause de son cœur à forte densité 
électronique qui contient du fer hydraté. De telles expériences, 
faites avec des lectines de spécificités différentes et sur des cellules 
de différentes origines, ont montré que les motifs oligosacchari- 
diques des glycoprotéines membranaires sont, en majorité, locali- 
sés sur le côté externe de la membrane cellulaire. Ainsi, la viabilité 
des cellules en culture d'organismes pluricellulaires ayant subi une 
mutation de glycosylation (on a étudié un très grand nombre de ces 
mutations), comparée à la faible viabilité des organismes porteurs 
de la même mutation, indique que les oligosaccharides jouent un 
rôle important dans les communications intercellulaires mais n'in- 
terviennent pas dans les fonctions « d'entretien » intracellulaires. 

Que la composition en oligosaccharides d’une glycoprotéine 
décide de son destin métabolique confirme que les oligosaccha- 
rides servent de marqueurs biologiques. Par exemple, l'excision 
par la sialidase de résidus d'acide sialique de certaines glycopro- 
téines du plasma sanguin marquées radioactivement, augmente 
fortement la vitesse à laquelle ces glycoprotéines sont retirées de 
la circulation. En effet, les glycoprotéines sont captées et dégra- 
dées par le foie en vertu d'un mécanisme qui fait intervenir des 
récepteurs des cellules hépatiques reconnaissant des résidus gluci- 
diques comme le galactose et le mannose, lesquels se trouvent 
exposés après l'excision de l'acide sialique. Il existe une série de 
récepteurs, chacun spécifique d'un résidu de sucre particulier, qui 
permettent de retirer de la circulation une glycoprotéine donnée. 
L'existence de plusieurs glycoformes d'une glycoprotéine donnée 
confère à celle-ci une durée de vie variable dans le sang. Des sys- 
tème « d'étiquettage » de ce type sont probablement à l'origine de 
la compartimentation et de la dégradation des glycoprotéines dans 
les cellules. 


male mais est agrégée en amas sur la cellule cancéreuse, [Avec la per- 
mission de Garth Nicholson, The Institute for Molecular Medicine, Hun- 
tington Beach, California.] 


La découverte que les cellules cancéreuses sont plus facilement 
agglutinées par les lectines que les cellules normales a permis 
d'établir que des différences importantes existent quant à la répar- 
tition des oligosaccharides à la surface cellulaire des cellules can- 
céreuses et des cellules normales (Fig. 11-33). Les cellules nor- 
males cessent de se multiplier sitôt qu'elles se touchent, 


FIGURE 11-34 Micrographie électronique à balayage de muqueuse 
de joue humaine. Les objets cylindriques blancs sont des Æ. coli, Les 
bactéries adhèrent à des résidus mannose incorporés à la membrane plus- 
mique des cellules de la muqueuse. C'est le premier stade d'une infection 
bactérienne. [Avec la permission de Fredric Silverblatt et de Craig 
Kushn. Veterane Administration Haognital Seoulveda California 1! 


phénomène appelé inhibition de contact. Les cellules cancé- 
reuses, par contre, ne sont pas soumises à ce contrôle, d'où la for- 
mation de tumeurs malignes. 

Les glucides sont des médiateurs importants pour les recon- 
naissances entre cellules et sont impliqués dans des processus 
apparentés tels que la fécondation, la différenciation cellulaire, le 
rassemblement de cellules pour former des organes, et l'infection 
des cellules par des bactéries et des virus. Par exemple, les bacté- 
ries amorcent l'infection en s’attachant aux cellules hôtes (Fig. 11- 
34) grâce à des protéines bactériennes appelées adhésines, cha- 
cune se liant spécifiquement à des molécules de la cellule hôte (les 
récepteurs de l'adhésine). Chez les bactéries Gram négatif comme 
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E. coli, les adhésines sont souvent des constituants mineurs des 
organites en forme de bâtonnets hétéropolymérisés appelés pili 
(Fig. 1-3b). Les pili appelés pili P qui assurent l'adhérence 
d'E. coli, provoquant l'infection des voies urinaires chez l'homme, 
se lient par l'intermédiaire d'une adhésine appelée protéine 
PapG. Cette protéine se lie spécifiquement aux groupements &-D- 
galactopyranosyl-(1 —> 4)-B-D-galactopyranose, présents à la sur- 
face des cellules épithéliales des voies urinaires. Des études par 
microscopie électronique ont montré que l'adhésine PapG est loca- 
lisée à l'extrémité du bout flexible des pili P, assurant ainsi à cette 
adhésine un degré de liberté considérable pour se lier à son récep- 
teur digalactoside. 


0 
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Les glucides sont des aldéhydes ou des cétones polyhydroxylés de 
formule brute approximative (C + H,0), et ilsreprésentent des 
constituants importants des systèmes biologiques. 


18 Monosaccharides Les monosaccharides, tels le ribose, 
le fructose, le glucose, et le mannose diffèrent selon leur nombre 
d'atomes de carbone, les positions de leur groupement carbonyle, 
et leurs configurations di ues. Ces sucres se trou- 
vent essentiellement sous forme d'hémiacétals ou hémicétals 
cycliques qui, pour les cycles à 5 et à 6 atomes, sont appelés 
respectivement furanoses et pyranoses. Les deux formes anomé- 
riques de ces sucres cycliques peuvent s'interconvertir par muta- 
rotation. Les sucres pyranosiques ont des cycles non plan qui 
peuvent prendre les conformations chaise ou bateau, identiques 
à celles de cyclohexanes substitués. Les polysaccharides sont 
formés d'unités monosaccharidiques reliées entre elles par des 
liaisons glycosidiques. Les liaisons glycosidiques ne subissent 
pas de mutarotation. Les monosaccharides peuvent être oxydés 
en acides aldoniques ou glycuroniques, ou réduits en alditols. 
Dans les sucres désoxy, un groupement OH est remplacé par un 
H, et dans les sucres aminés un OH est remplacé par un grou- 
pement amine. 

2 M Polysaccharides Les glucides peuvent être purifiés par les 
techniques de chromatographie et d'électrophorèse. La chromatogra- 
phie d'affinité qui utilise des lectines est particulièrement utile à cet 
égard. Les séquences et les modes de liaison peuvent être détermi- 
nés par analyse de méthylation et par l’utilisation d'exoglycosidases 
spécifiques. On peut obtenir des renseignements identiques par spec- 
troscopie RMN et/ou spectrométrie de masse, La cellulose, le poly- 
saccharide structural des parois cellulaires des plantes, est un poly- 
mère linéaire de résidus de D-glucose réunis par des liaisons 
B(1 — 4 ). Elle forme une structure fibreuse riche en liaisons hydro- 
gène d'une résistance exceptionnelle qui, dans les cellules végétales. 
est enrobée d'une matrice amorphe, L'amidon, le polysaccharide 
nutritionnel de réserve des plantes, est constitué d'un mélange du 
glucane &-amylose, formé d'unités glucose liées par des liaisons 
a{l — 4), et d'amylopectine, où, en plus des liaisons @{1 —> 4), on 
trouve des points de branchement a(l — 6) entre résidus glucose. 
Le glycogène, le polysaccharide de réserve animal, ressemble à 
l'amylopectine mais est plus branché, La digestion de l'amidon et 
du glycogène est amorcée par des œ-amylases et est complétée par 
des enzymes membranaires spécifiques de l'intestin. 

3 M Gilycoprotéines Les protéoglycanes de la substance fon- 
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beaucoup ont la forme d'un goupillon. Leurs sous-unités protéogly- 
canes sont formées d'un cœur protéique (ou protéine centrale) auquel 
sont liés par covalence des glycosaminoglycanes, généralement la 
chondroïtine sulfate et le kératane sulfate. La charpente rigide de la 
paroi d'une cellule bactérienne est formée de chaînes où alternent de 
la NAG et du NAM réunis par des liaisons B(I —> 4) qui établissent 
des liaisons croisées avec de petits peptides pour former une molé- 
cule de peptidoglycane en forme de sac qui enferme la bactérie. Le 
lysozyme scinde les liaisons glycosidiques entre le NAM et la NAG 
du peptidoglycane. La pénicilline inactive spécifiquement les 
enzymes qui forment les liaisons croisées des peptidoglycanes. Ces 
deux substances provoquent la lyse des bactéries non résistantes, Les 
bactéries Gram positif possèdent des acides teichoïques qui sont liés 
par covalence à leurs peptidoglycanes. Les bactéries Gram négatif 
ont des membranes externes qui portent des polysaccharides com- 
plexes et rares appelés antigènes O, Ceux-ci participent à la recon- 
naissance des cellules hôtes et sont importants dans la reconnais- 
sance immunologique des bactéries par l'hôte. Il n'existe qu'un petit 
nombre de types de liaison des oligosaccharides aux protéines euca- 
ryotes. Pour les liaisons N-glycosidiques, une NAG est liée invaria- 
blement à l'azote du groupement amide d'une Asn dans une 
séquence Asn-X-Ser(Thr). Les liaisons O-glycosidiques se font avec 
Ser ou Thr dans la plupart des protéines et avec l'hydroxylysine dans 
le collagène. 

Les oligosaccharides sont localisés à la surface des glycoprotéines. 
Les glycoprotéines ont des fonctions qui couvrent l'ensemble des acti- 
vités des protéines, mais on commence tout juste à comprendre les 
rôles des parties oligosaccharidiques. Par exemple, l'ARNase B diffère 
de l'ARNase A par la présence dans la première d'un motif oligosac- 
Charidique de séquence variable, alors que ces deux ARNases sont 
fonctionnellement identiques ; par contre, les propriétés biologiques du 
facteur stimulant les colonies de macrophages et de granulocytes sont 
affectées par ses multiples chaînes oligosaccharidiques, Les propriétés 
viscoélastiques et donc protectrices du mucus sont dues essentielle- 
ment aux très nombreuses charges négatives des groupements oligo- 
saccharidiques portés par les mucines. Les parties glucidiques des gly- 
coprotéines des membranes plasmiques sont invariablement localisées 
sur le côté externe des membranes. La partie glucidique d'une glyco- 
protéine peut diriger sa destinée métabolique en provoquant son retrait 
de la circulation par certaines cellules ou certains compartiments cel- 
lulaires. Les glycoprotéines sont également impliquées dans les recon- 
naissances entre cellules et, dans de nombreux cas, elles constituent 
des récepteurs qui permettent l'adhérence des bactéries, par l'intermé- 
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L. Le trisaccharide ci-dessous est le raffinose, Quel est son nom sys- 
tématique ? Est-ce un sucre réducteur ? 


2. Le nom systématique du mélèzitose est O-a-D-glucopyranosyl-(1 


— 3)-0-f-Db-fructofuranosyl-(2 —+ 1)-u-D-glucopyranoside. 
sa formule moléculaire. Est-ce un sucre réducteur ? 


3. Donnez le nom du D-glucose sous sa forme linéaire en utilisant le 
système de nomenclature de chiralité (RS). [Voir Section 4-2C. N.B. La 
liaison vers CI a priorité sur la liaison vers C6.] 


*4. Représentez la forme a-furanosique du D-talose et la forme B- 


5. La réduction du D-glucose par NaBH, donne un produit qui peut 
s'appeler L-sorbitol ou D-glucitol. Expliquez. 

6. Combien y a-t-il de disaccharides différents possibles à partir de D- 
glucopyranose ? Combien y at-il de trisaccharides ? 

7. Une molécule d'amylopectine est formée de 1000 résidus glucose 
et est branchée tous les 25 résidus. Combien y a-t-il d'extrémités réduc- 
trices ? 

8. La plupart des papiers sont faits en éliminant la lignine de la pulpe 
de bois puis en transformant la pâte restante, constituée de fibres de cellu- 
lose sans orientation précise, en une feuille. Le papier non traité perd la 
plus grande partie de sa résistance lorsqu'il est imprégné d'eau mais garde 
sa résistance lorsqu'il est imprégné d'huile. Expliquez. 

*9. Ecrivez un mécanisme réactionnel de la mutarotation du glucose 
catalysée par un acide. 

10. Les valeurs de rotation spécifique, [a}%, des anomères & et B du 
D-galactose sont respectivement de 150,7° et de 52,8°. Quel est le pouvoir 
rotatoire spécifique initial d'un mélange dans l'eau à 20 °C constitué de 
20 % d'a-D-galactose et de 80 % de f-D-galactose ? Après plusieurs heures, 
le pouvoir rotatoire spécifique du mélange a atteint une valeur à l'équilibre 
de 80,2°. Quelle est sa composition anomérique ? 

11. Donner le nom des épimères du D-gulose. 

12. La méthylation exhaustive d'un trisaccharide suivie d'hydrolyse 
acide a donné des quantités équimolaires de 2,3,4,6-tétra-O-méthyl-D- 
galactose, de 2,3,4-tri-O-méthyl-D-mannose, et de 2,4,6-tri-O-méthyl-D- 
glucose. Le traitement du trisaccharide avec la B-galactosidase donne du D- 
galactose et un disaccharide, Le traitement de ce disaccharide avec 
l'a-mannosidase donne du D-mannose et du D-glucose, Représentez La 
structure du trisaccharide et donnez son nom systématique. 
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13. La B-amylase détache des unités maltose successives depuis l'ex- 
trémité non réductrice des glucanes a(l + 4). Elle est sans action sur des 
résidus glucose unis par une liaison a(l — 6), Après digestion exhaustive 
de l'amylopectine par la B-amylase, on obtient des produits finaux appelés 
dextrines limites, Représentez schématiquement une molécule d'amylo- 
pectine en indiquant quelle(s) partie(s) de la molécule vont constituer les 
dextrines limites. 

14. Une preuve du bien-fondé de la maxime de PT. Bamum selon 
laquelle il naît un « pigeon » chaque minute, c'est que de nouveaux coupe- 
faim font leur appariton régulièrement sur le marché, Un récent remède de 
charlatan vendu, avec la publicité « mangez tout ce que vous voulez », 
comme «bloqueur d'amidon» {que la Food and Drug Administration 
(FDA) a finalement interdit] contient une protéine extraite de haricots et 
inhibitrice de l'a-amylase. Si cette substance agissait comme indiqué, ce 
qui n'est pas le cas, quels seraient les effets secondaires désagréables qui 
résulteraient de son ingestion avec un repas contenant de l'amidon ? Expli- 
quez pourquoi cette substance, qui inhibe l'&-amylase in vitro, n'aura 
aucun effet dans l'intestin après ingestion orale ? 

*15. Un échantillon de 6,0 g de glycogène est traité par le réactif de 
Tollens puis souris à une méthylation exhaustive et hydrolysé : on trouve 
3,1 mmol de 2,3-di-O-méthylglucose et 0,0031 mmol d'acide 1,2,3-tri-O- 
méthylgluconique ainsi que d'autres produits. (a) Quelle proportion de 
résidus glucose se trouvent à des points de branchement (1 —> 6) et quel 
est le nombre moyen de résidus glucose par chaîne branchée ? (b) Quels 
sont les autres produits obtenus après les traitements de méthylation et 
d'hydrolyse et en quelles quantités sont-ils formés ? (c) Quelle est la masse 
moléculaire moyenne du glycogène ? 

16. La lyse d'une culture d'E. Coli donne une solution visqueuse 
comme du mucus, Cette viscosité diminue fortement après addition d'AD- 
Nase, Quelle est l'explication physique de cette viscosité ? 
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l'athérosclérose et la maladie d'Alzheimer 


Les membranes participent à l’organisation des processus biolo- 
giques en les compartimentant. De fait, l'unité de base de la vie 
qu'est la cellule se définit essentiellement par la membrane plas- 
mique qui l'entoure. Par ailleurs, chez les eucaryotes, de nombreux 
organites intracellulaires comme les noyaux, les mitochondries, les 
chloroplastes, le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi 
(Fig. 1-5), sont aussi entourés de membranes. 

Les membranes biologiques sont des assemblages organisés de 
lipides et de protéines avec de petites quantités de glucides. Elles 
ne sont pas, pour cela, des barrières imperméables au passage de 
substances. Au contraire, elles régulent la composition du milieu 
intracellulaire en contrôlant l'entrée et la sortie des nutriments, 
des déchets, des ions, etc. Elles assurent cette fonction grâce à des 
«pompes » et des «portes» membranaires qui transportent des 
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Lipides et 
membranes 


De nombreux processus biochimiques fondamentaux se dérou- 
lent sur, ou à l'intérieur, d’une structure membranaire. Par 
exemple, le transfert d'électrons et les phosphorylations oxyda- 
tives (Chapitre 22), processus au cours desquels l'oxydation de 
nutriments s'accompagne de la production d'ATP, sont assurés par 
l'intermédiaire d'une batterie d’enzymes localisées dans la mem- 
brane interne des mitochondries. De même, la photosynthèse, dans 
laquelle la lumière fournit l'énergie nécessaire à la combinaison de 
H,0 et de CO, pour former des glucides (Chapitre 24), se déroule 
dans les membranes internes des chloroplastes. Les mécanismes de 
transfert d'information, tels que les stimuli sensoriels ou les com- 
munications intercellulaires, sont généralement des processus liés 
à des structures membranaires. Ainsi, la transmission de l'influx 
nerveux est sous la dépendance des membranes des cellules ner- 
veuses (Section 20-5) et la présence de certaines substances 
comme des hormones et des nutriments est décelée par des récep- 
teurs membranaires spécifiques (Chapitre 19). 

Dans ce chapitre, nous étudierons la composition, la structure 
et la formation des membranes biologiques, et des substances qui 
s'y rapportent. Les processus biochimiques spécifiques liés aux 
membranes, tels ceux que nous venons de mentionner, seront étu- 
diés dans d'autres chapitres. 


1 m CLASSIFICATION DES LIPIDES 


Les lipides (du grec lipos, graisse) sont des substances d'origine 
biologique solubles dans les solvants organiques comme le chlo- 
roforme et le méthanol mais très peu solubles, voire pas du tout, 
dans l'eau. On les extrait facilement des autres substances biolo- 
giques par des solvants organiques et on peut les séparer ensuite 
par les techniques de chromatographie d'adsorption, chromatogra- 
phie sur couche mince et chromatographie en phase inverse (Sec- 
tion 6-3D). Les graisses, les huiles, certaines vitamines et hor- 
mones, et la plupart des constituants non protéiques des 
membranes sont des lipides. Dans cette section, nous étudierons 
les structures et les propriétés physiques des principaux lipides. 


A. Acides gras 


Les acides gras sont des acides carboxyliques avec de longues 
chaînes hydrocarbonées (Fig. 12-1). Is sont rarement à l’état libre 
dans la nature, et se trouvent essentiellement sous forme estérifiée 
comme constituants majeurs des différents lipides décrits dans ce 
chapitre, Les acides gras biologiques les plus courants sont donnés 
dans le Tableau 12-1. Chez les plantes et les animaux supérieurs, 
les acides gras les plus abondants sont ceux de la série C,, et C;s, 


les acides palmitique, oléique. linoléique, et stéarique. Les acides 


généralement synthétisés par enchaînement d'unités en C; (Section 
25-4C). Plus de la moitié des résidus d'acide gras des plantes et des 
animaux sont insaturés (ils contiennent des doubles liaisons) et ils 
sont souvent polyinsaturés (ils contiennent plusieurs doubles liai- 
sons). Les acides gras bactériens sont rarement polyinsaturés mais 
ils sont souvent ramifiés, hydroxylés, ou ils contiennent des noyaux 
de cyclopropane. On trouve aussi des acides gras inhabituels 
comme constituants des huiles et des cires (esters d'acides gras et 
d'alcools à longue chaîne) produites par certaines plantes. 


a. Les propriétés physiques des acides gras varient selon 
leur degré d'insaturation 

Le Tableau 12-1 montre que la première double liaison d'un 
acide gras insaturé se trouve généralement entre les atomes C9 et 
C10 (double liaison A° ou 9), C1 étant le carbone du groupement 
carboxylique. Dans les acides gras polyinsaturés, les doubles liai- 
sons se situent en général à chaque troisième carbone en direction 
du groupement méthyle terminal de la molécule (par exemple — 
CH = CH — CH, — CH = CH —), Les doubles liaisons des acides 
gras polyinsaturés ne sont presque jamais conjuguées (telles que — 
CH = CH — CH = CH —). Les triples liaisons sont très rares dans 
les acides gras ou dans n'importe quelle molécule biologique. Deux 
classes importantes d'acides gras polyinsaturés sont les acides gras 
n-3 (ou w-3) et n6 (ou w-6). Cette nomenclature désigne le der- 
nier atome de carbone impliqué dans une double liaison en comp- 
tant à partir du dernier groupement méthyle (@) de la chaîne. 

Les acides gras saturés sont des molécules très souples qui 
peuvent prendre des conformations variées en raison de la libre 
rotation relative autour de leurs liaisons C—C. Néanmoins, leur 
conformation en pleine extension correspond à un état de 
moindre énergie car cette conformation correspond à un mini- 
mum d'interférence stérique entre les groupements méthylène 
voisins, Les points de fusion (mp) des acides gras saturés aug- 


TABLEAU 12-1 Les acides gras biologiques usuels 
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mentent avec la masse moléculaire (Tableau 12-1), comme c'est 
le cas de la plupart des substances. 
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FIGURE 12-1 Formules développées de quelques acides gras en C,s. 
Les doubles liaisons ont toutes la configuration cis. 


Symbole* Nom courant Nom systématique Structure mp (°C) 
Acides gras saturés 

12:0 Acide laurique Acide dodécanoïque CH,(CH;,),,COOH 42 
14:0 Acide myristique Acide tétradécanoïque CH;(CH,),,COOH 52 
16:0 Acide palmitique Acide hexadécanoïque CH;(CH,),,CO0H 63.1 
18:0 Acide stéarique Acide octadécanoïque CH;(CH,),,COOH 69,6 
20:0 Acide arachidique Acide eicosanoïque CH;(CH,),,$COOH 75,4 
22:0 Acide béhénique Acide docosanoïque CHCH;)COOH sl 
24:0 Acide lignocérique Acide tetracosanoïque CH(CH;,);,COOH 84,2 
Acides gras insaturés (toutes les doubles liaisons sont cis) 

16:1n—7 Acide palmitoléique Acide 9-hexadécènoïque CH;(CH;);,CH = CH(CH;),COOH —0,5 
18:1n—9 Acide oléique Acide 9-octadécènoïque CH;(CH,),CH = CH(CH,),COOH 134 
18:2n-6 Acide linolénique Acide 9,12-octadécadiénoïque CH,(CH,),(CH = CHCH,),(CH,),COOH —9 
18:3n—3 Acide a-linolénique Acide 9,12,15-octadécatriénoïque CH,CH,(CH = CHCH,),(CH,),COOH 17 
18:3n—-6 Acide y-linolénique Acide 6,9,12-octadécatriénoïque CH;(CH,),(CH = CHCH;);(CH,),COOH 

20:4n—4 Acide arachidonique Acide 5,8,11,14-eicosatétraénoïque CH,(CH,),(CH = CHCH;),(CH,),COOH —49,5 
20:5n—3 EPA Acide 5,8,11,14,17-eicosapentaénoïque  CH,CH,(CH = CHCH,),(CH;,),COOH —54 
22:6n—3 DHA Acide 4,7,10,13,16,19-docosahexénoïque  CH,CH,(CH = CHCH),CH,COOH 

24:1n-9 Acide nervonique Acide 15-tétracosénoïque CH,(CH;),CH = CH(CH;,),,COOH 39 


“Nombre d'atomes de carbone : Nombre de doubles liaisons. Pour les acides gras insaturés, # est le nombre de doubles liaisons, et x dans #-x désigne la position 
de dommiss ciment de neslsnsms nnstaoss 4°... ALL, ft. sn anmmmbant À masls LL. nes snftels bases! 1.1 As le bots mm: etes ds Éision 
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Les doubles liaisons d'acides gras ont presque toujours la 
configuration cis (Fig. 12-1). Cela entraîne une courbure rigide de 
30° de la chaîne hydrocarbonée des acides gras insaturés, qui inter- 
fère avec leur compactage dans l'espace. Il en résulte une diminu- 
tion des interactions de van der Waals qui se traduit par une baisse 
du point de fusion en fonction du degré d'insaturation (Tableau 12- 
1). Pour la même raison, le caractère fluide des lipides augmente 
avec le degré d'insaturation de leurs résidus d'acides gras. Ceci a 
des conséquences importantes pour les propriétés des membranes, 
comme nous le verrons dans la Section 12-3B. 


B. Triacylglycérols 


Les graisses et les huiles que l’on trouve dans les plantes et les ani- 
maux sont essentiellement des mélanges de triacylglycérols 
(appelés également triglycérides ou lipides neutres). Ces sub- 
stances non polaires, insolubles dans l'eau, sont des triesters 
d'acides gras et de glycérol: 


0 


\CHy—0—C—R, 
0 


1 


CH,—0H I 
2CH —0—C—R 

2CH—OH O 

| ] 
3CH;—0H  3CH,—0—C—R 
Glycérol Triacylglycérol 


Les triacylglycérols jouent le rôle de réserves énergétiques chez 
les animaux et constituent la catégorie de lipides la plus abondante, 
même s'ils ne sont pas des constituants des membranes biolo- 
giques. 


FIGURE 12-2 Micrographie d'adipocytes par balayage électronique. 


Les triacylglycérols diffèrent selon la nature et la position de 
leurs trois résidus d'acide gras. Les triacylglycérols simples ne 
contiennent qu’un seul type d'acide gras, d'où les noms corres- 
pondants. Par exemple, le tristéaryiglycérol, ou tristéarine, 
contient trois résidus d'acide stéarique, alors que le trioléylglycé- 
rol, ou trioléine, a trois résidus d'acide oléique. Les triacylglycé- 
rols mixtes, plus courants, contiennent deux ou trois résidus 
d'acide gras différents et sont nommés en fonction de la position 


de ces derniers sur le résidu glycérol. 
CH — CH — CH 
(e) [e) [e) 


18CHÿ 1CHy 


1-Palmitoléyl-2-linoléyl- 
3-stéaryl-glycérol 


Les graisses et les huiles (les graisses sont solides et les huiles 
sont liquides à la température de la pièce) sont des mélanges com- 
plexes de triacylglycérols simples et mixtes dont la composition en 
acides gras varie avec l'organisme qui les synthétise. Les huiles 
végétales sont généralement plus riches en résidus d'acides gras 
insaturés que les graisses animales, ce qui explique que le point de 
fusion des huiles soit inférieur. 


a. Les triacylglycérols sont des réserves énergétiques 

Les lipides sont des molécules très efficaces pour mettre en 
réserve l'énergie métabolique. Ceci parce que les lipides sont 
beaucoup moins oxydés que les glucides ou les protéines, et libè- 
rent donc beaucoup plus d'énergie lorsqu'ils sont dégradés par 
oxydation. De plus, les lipides étant non polaires, ils sont stockés 
sous forme anhydre, alors que le glycogène, par exemple, lie envi- 
ron deux fois son poids d'eau dans des conditions physiologiques. 
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| 
LC les adipocytes (cellules lipidiques ; Fig. 12- 
spécialisées dans la synthèse et le stockage des triacylgly- 
22 que les autres types de cellules ne contiennent que de 
rares gouttelettes de lipides dispersées dans leur cytosol, les adi- 
peuvent être entièrement remplis de globules lipidiques. 
Le tissu adipeux est très abondant dans la couche sous-cutanée et 
dans la cavité abdominale. Le contenu en lipides chez les indivi- 
dus normaux (21 % pour l'homme, 26 % pour la femme) leur per- 
met de survivre sans manger pendant 2 à 3 mois. Par contre, la 
réserve du corps en glycogène, qui n'est qu'une réserve énergé- 
tique à court terme, ne peut pourvoir à ses besoins énergétiques 
que une période inférieure à un jour. La couche de graisse 
D en éme l'acier paire 
portante pour les animaux aquatiques à sang chaud, 
: les baleines, les phoques, les oies, et les pingouins, qui 
sont couramment exposés à de basses températures. 


C. Glycérophospholipides 


Done {ou phosphoglycérides) sont les com- 
lipidiques principaux des membranes biologiques. Hs sont 
de sn-glycérol-3-phosphate (Fig. 12-3a) estérifié sur ses 

positi ns C1 et C2 par des acides gras et sur son groupement phos- 

phoryle par un groupement, X, ce qui donne la catégorie de sub- 
représentées dans la Fig. 12-3b. Les glycérophospholipides 
des molécules amphiphiles avec des «queues » non 
aliphatiques et une «tête » phosphoryle-X polaire. Les 
ides les plus simples, pour lesquels X = H, sont 

des acides phosphatidiques ; ils se trouvent en faibles quantités 


sont 
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(a) 
1CH,—0OH 


HO—C—H O0 
‘0507 
OH 
sn-Glycérol-3-phosphate 


@) 


FIGURE 12-3 Formules moléculaires de glycérophospholipides. 
(a) Le composé représenté en projection de Fischer (Section 4-2B) peut 
aussi être désigné par L-elycérol-3-phosphate ou D-glycérol-1-phosphate. 
Cependant, en utilisant la numérotation stéréospécifique (52), qui attri- 
bue la position 1 au groupement occupant la position pro-S d'un centre 
prochiral (cf. Section 4-2C pour la définition de la prochiralité), le com- 
posé se nomme sans ambiguïté sn-glycérol-3-phosphate. (b) Formule 
en oo rca hp rl 
chaînes hydrocarbonées d'acides gras et X est un dérivé d'un alcool 
polaire (cf. Tableau 12-2). 


TABLEAU 12-2 Les catégories courantes de glycérophospholipides 


Nom de X—OH Formule de—X Nom du phospholipide 
Eau | —H Acide phosphatidique 
—CH,CH,NHŸ Phosphatidyléthanolamine 
Choli —CH,CH,N(CH,)i Phosphatidylcholine (lécithine) 
Sérine —CH,CH(NH})COO- Phosphatidylsérine 
H 
HO oH 
myo-Inositol + Phosphatidylinositol 
H H 
H OH 
Glycérol —CH,CH(OH)CH,OH Phosphatidylglycérol 
re] 
| 
cn! Sa our US Dé | o Diphosphatidylglycérol (cardiolipine) 
ke 
O 


I 
| idee 
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dans les membranes biologiques. Dans les glycérophospholipides 
trouvés couramment dans les membranes biologiques, les groupe- 
ments de la «tête » sont des dérivés d'alcools polaires (Tableau 
12-2). Des acides gras saturés en C,, et C,, occupent généralement 
la position C1 des glycérophospholipides et la position C2 est sou- 
vent occupée par un acide gras insaturé de C,, à Cn. Les glycéro- 
phospholipides sont, bien entendu, nommés selon la nature de ces 
résidus d'acide gras (Fig. 12-4). Certains glycérophospholipides 
ont des noms usuels. Par exemple, les phosphatidylcholines sont 
aussi appelés lécithines ; les diphosphatidylglycérols (les glycéro- 
phospholipides « doubles ») sont appelés cardiolipines (car ils ont 
été isolés pour la première fois du muscle cardiaque). 
Les plasmalogènes 


X 
0 
| 
O= ii 
0 
| 
ot à —CH: 
0 0 
| | 
CH >=0 
|| | 
CH R, 
R, 
Un plasmalogène 


sont des glycérophospholipides dans lesquels le substituant sur le 
CI du résidu glycérol est lié à celui-ci par une liaison éther «f- 
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insaturée de configuration c1s, au lieu d'une liaison ester. L'étha- 
nolamine, la choline, et la sérine sont les groupements X les plus 
fréquents des plasmalogènes 


D. Sphingolipides 


Les sphingolipides, qui sont aussi des constituants importants des 
membranes biologiques, sont des dérivés des amino-alcools en C,, 
comme la la sphingosine, la dihydrosphingosine (Fig. 12-5), et 
leurs homologues en C,,, Cis, Cige ct Co Leurs dérivés N-acylés 
(acide gras) sont des céramides, 


OH H OH 
H, bn 

NH Cu 

o=C He 
tb (Eine 
CH, 

Un céramide 


qui se trouvent en petites quantités dans les tissus végétaux et ani- 
maux mais sont à l'ongine de composés sphingolipidiques plus 
fréquents 


L. Les sphingomyélines, les sphingolipides les plus courants, 
sont des céramides qui portent soit un groupement phosphocholine 
(Fig. 12-6), soit un groupement phosphoéthanolamine, d'où leur 


FIGURE 124 Le glycérophospholipide 1-stéaryt-2-oléyl-3-phosphati- 
dyicholine. (a) Formule développée en projection de Fischer et 

(b} modèle plein avec H en blanc, C en gris, O en rouge, et P en vert. 
[Aves La marmicelron de Mirharvt Ducsnr ETNA Fathagrls Marsan ! 


FIGURE 12-5 Formules moléculaires de la sphingosine et de la dihy- 
drosphingosine, Les centres chiraux des C2 et C3 de la sphingosine et 
de la dihydrosphingosine ont les configurations représentées en projec- 
tion de Fischer. La double liaison de la sphingosine a la configuration 
trans. 


autre nom : sphingophospholipides. Bien que les sphingomyélines 
soient chimiquement différentes des phosphatidylcholine et phos- 
phatidyléthanolamine, leurs conformations et leurs distributions 
de charge sont très semblables. La gaine de myéline membraneuse 
qui entoure de nombreux axones de cellules nerveuses et les isole 
électriquement (Section 20-5B) est particulièrement riche en 
sphingomyéline. 

2. Les cérébrosides, les plus simples des sphingoglycolipides 
(appelés également glycosphingolipides), sont des céramides dont 
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la «tête » est un résidu de sucre simple, Les galactocérébrosides, 
qui sont abondants dans les membranes des neurones du cerveau, 
ont un résidu B-D-galactose comme groupement de « tête ». 


CH,0H 


Résidu 
B-D-Galactose 


2 RE 
H;C D C—H 
NH cH 
O= | a 
R (CH ) 12 
Résidu 
d'acide gras CH; 
Sphingosine 
Un galactocérébroside 


Les glucocérébrosides, qui ont un résidu B-D-glucose à la place 
du résidu B-D-galactose, se trouvent dans les membranes d'autres 
tissus. À l'inverse des phospholipides, les cérébrosides n'ont pas 
de groupements phosphate et sont, le plus souvent, des composés 
non ioniques. Cependant, les résidus galactose de certains galacto- 
cérébrosides sont sulfatés sur leur C3, ce qui donne des composés 
ioniques appelés sulfatides. On trouve des sphingolipides plus 
complexes dont les groupements de « tête » sont des oligosaccha- 
rides linéaires ayant jusqu'à quatre résidus de sucre. 


3. Les gangliosides constituent le groupe de sphingolipides le 
plus complexe. Ce sont des céramides oligosaccharidiques qui 
comportent parmi leurs résidus de sucre, au moins un résidu 


FIGURE 12-6 Une sphingomyéline, (a) Formule développée en projec- 
tion de Fischer et (b) modèle plein avec H en blanc, C en gris, N en bleu, 
et O en rouge. Noter la ressemblance de conformation avec les glycéro- 
phospholipides (Fig. 12-4). [Avec la permission de Richard Pastor, FDA, 
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FIGURE 12-7 Le ganglioside G,,,. (a) Formule développée avec le 
résidu sphingosine en projection de Fischer et (b) modèle plein avec H en 
blanc, C en gris, N en bleu, et O en rouge. Les gangliosides G,,4, et G,y 
ne diffèrent de G4, que par l'absence, dans l'ordre, des résidus termi- 


d'acide sialique (l'acide N-acétyIneuraminique et ses dérivés ; Sec- 
tion 11-1C). Les structures des gangliosides G\y, Guy, et Gin 
trois parmi les soixante connus (environ), sont données dans la Fig. 
12-7. Les gangliosides sont principalement des constituants des 
membranes de la surface cellulaire et représentent une fraction 
significative (6 %) des lipides cérébraux. On trouve des ganglio- 
sides dans d’autres tissus mais en quantités moindres. 

Les gangliosides ont un intérêt physiologique et médical consi- 
dérable. Leurs groupements de tête glucidiques complexes, qui 
s'étendent au-delà des surfaces des membranes cellulaires, jouent 
le rôle de récepteurs spécifiques pour certaines hormones glyco- 
protéiques hypophysaires qui régulent plusieurs fonctions physio- 
logiques importantes (Section 19-1). Les gangliosides sont aussi 


Cyclopentaneperhydrophénanthrène 


FIGURE 12-8 Le cyclopentaneperhydrophénanthrène, noyau de base 
des stéroides. Il est formé de quatre cycles saturés accolés, Le système 


naux D-galactose et N-acétyl-D-galactosamine. Les autres gangliosides 
ont des groupements de tête oligosaccharidiques différents. [Avec la per- 
mission de Richard Venable, FDA, Bethesda, Maryland.] 


les récepteurs de certaines toxines bactériennes comme la toxine 
du choléra (Section 19-2C). On a des preuves que les gangliosides 
sont des déterminants spécifiques dans la reconnaissance entre cel- 
lules et ils jouent probablement un rôle essentiel dans la croissance 
et la différenciation des tissus ainsi que dans la cancérogénèse. Des 
dérèglements dans la dégradation des gangliosides sont à l’origine 
de plusieurs maladies héréditaires, appelées maladies de stockage 
des sphingolipides, comme la maladie de Tay-Sachs, caractérisée 
par une dégradation neurologique toujours fatale (Section 25-8C). 


E. Le cholestérol 


Les stéroïdes, que l'on trouve essentiellement chez les eucaryotes, 
sont des dérivés du cyclopentanoperhydrophénanthrène (Fig. 12- 
8). Le cholestérol (Fig. 12-9), stéroïde le plus abondant chez l’ani- 
mal et connu pour ses effets pernicieux, est aussi un stérol, en rai- 
son de son groupement C3-OH et de sa chaîne aliphatique ramifiée 
de 8 à 10 atomes de carbone qui part du C17. 

Le cholestérol est un constituant majeur des membranes plas- 
miques animales et se trouve en moindre quantité dans les mem- 
branes des organites subcellulaires. Son groupement OH polaire 
lui confère un léger caractère amphiphile, tandis que sa structure 
cyclique fusionnée lui confère une rigidité supérieure à celle des 
autres lipides membranaires. Le cholestérol a donc une incidence 
importante sur les _ propriétés des membranes. LL est également 
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| CH CH, CH, “CH, “hs 
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FIGURE 12-9 Le cholestérol. (a) Formule développée avec le système 
de numérotation standard et (b) modèle plein avec H en blanc, C en gris, 
et O en rouge. L'ensemble rigide des cycles du cholestérol le rend moins 
souple que les autres lipides membranaires : ses cycles de cyclohexane 
peuvent présenter la configuration bateau ou chaise (Fig. 11-6), mais la 
conformation chaise est de loin la plus fréquente. [Avec la permission de 
Richard Pastor, FDA, Bethesda, Maryland.] 


où il est estérifié à raison de 70 % environ par des acides gras à 
longue chaîne pour donner des esters de cholestérol. 


H;C 
CHy 
CH; 
CH; 
CH; 

[e) 

| 

10 

(CHiyhye — CHy 
Stéarate de cholestérol 


Le cholestérol est le précurseur métabolique des hormones sté- 
roïdes, substances qui régulent de nombreuses fonctions physiolo- 
giques, notamment le développement sexuel et le métabolisme des 
glucides (Section 19-1G). Le rôle très discuté du cholestérol dans 
les maladies cardiaques sera étudié dans la Section 12-5C. Le 
métabolisme du cholestérol et la biosynthèse des hormones sté- 
roïdes seront vus dans la Section 25-6. 

Les plantes ont peu de cholestérol. Les stérols les plus 
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stigmastérol et le B-sitostérol 
H,C 


CH, 


CH, 


HO 
B-Sitostérol 
H,C 
NS cu, 
CH; 
CH, 
CH, 
HO 
Ergostérol 


qui ne diffèrent du cholestérol que par leurs chaînes latérales ali- 
phatiques. Les levures et les champignons possèdent d'autres sté- 
rols membranaires comme l'ergostérol, qui a une double liaison 
entre les atomes C7 et C8. Les procaryotes, à l'exception des 
mycoplasmes (Section 1-1B), contiennent peu, et peut-être pas, de 
stérols, 


2 B PROPRIÉTÉS DES AGRÉGATS 
LIPIDIQUES 


Les premières expériences sur les propriétés physiques des lipides 
ont été publiées en 1774 par l’homme d'état et scientifique améri- 
cain Benjamin Franklin. En étudiant l'action bien connue (tout au 
moins des marins) de l'huile pour apaiser les vagues, Franklin 
écrivit : 


Convne j étais à Clapham [dans Londres} où il y a, sur le commun, une 
grande mare, je remarquai que c'était une journée de grand vent. Je sor- 
tis un pichet d'huile [probablement de l'huile d'olive] et j'en versai un peu 
dans l'eau. Je m'aperçus qu'elle s'étalait avec une rapidité surprenante à 
la surface. Je me dirigeai alors vers le côté exposé au vent, où [les 
vagues] commençaient à se former ; et là, l'huile, bien qu'il n'y en eût pas 
plus d'une cuillerée, provoqua sur plusieurs yards carrés un calme ins- 
tantané qui se propagea de façon étonnante pour atteindre progressive- 
ment le côté sous-le-vent, faisant de cette partie de la mare, peut-être un 
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FIGURE 12-10 Monocouche d'huile à l'interface air-eau. Les queues 
hydrophobes du lipide évitent de s'associer avec l'eau en se projetant 
dans l'air, 


Nous avons assez de renseignements pour calculer l'épaisseur de 
la couche d'huile (bien que nous ne sachions pas si Franklin a fait 
ce calcul ; voir le Problème 4). Nous savons maintenant que l'huile 
forme une couche monomoléculaire à la surface de l'eau, les têtes 
polaires de ces molécules amphiphiles étant immergées dans l'eau 
et les chaînes hydrocarbonées se projetant dans l'air (Fig. 12-10). 

L'effet calmant de l'huile sur l'eau agitée est dû à une impor- 
tante diminution de la tension superficielle de l'eau. Une pellicule 
huileuse en surface présente la faible cohésion intermoléculaire 
caractéristique des hydrocarbures au lieu des fortes attractions 
intermoléculaires de l'eau, responsables de sa tension superficielle 
normalement élevée, Néanmoins, l'huile ne calme que les plus 
petites vagues ; elle n'affecte pas, comme Franklin l'a observé plus 
tard, les grosses vagues. 

Dans cette section, nous verrons comment les lipides se ras- 
semblent pour former des micelles et des bicouches, Nous étudie- 
rons également les propriétés physiques des lipides dans les 
bicouches car ces agrégats constituent la base structurale des mem- 
branes biologiques. 


A. Micelles et bicouches 


En solution aqueuse, les molécules amphiphiles, par exemple les 
savons et les détergents, forment des micelles (agrégats globulaires 
dont les chaînes hydrocarbonées sont à l'abri de l'eau ; Section 2- 
1B), Cette disposition moléculaire élimine les contacts défavo- 
rables entre l'eau et les queues hydrophobes des amphiphiles tout 


(a) (b) 


FIGURE 12-11 Agrégats de lipides monocaténaires. L'enveloppe de 
van der Waals fuselée des lipides à une seule chaîne (a) leur permet de 
s’assembler de manière compacte pour former une micelle sphéroïde (b). 
Le diamètre de ces micelles et donc leur population en lipides dépend 
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en permettant la solvatation des groupements polaires de tête. La 
formation de micelles est un processus coopératif : une assemblée 
de quelques amphiphiles ne peut pas protéger ses queues du contact 
avec l'eau, Par conséquent, des solutions aqueuses diluées d'am- 
phiphiles ne forment pas de micelles tant que leur concentration ne 
dépasse pas ce qu'on appelle la concentration micellaire critique 
(cmc). Au-dessus de la eme, presque tous les ajoutés 
s’agrègent pour former des micelles. La valeur de la cmc dépend de 
la nature de l'amphiphile et des caractéristiques de la solution, Pour 
les amphiphiles ayant une seule queue de petite taille, comme l'ion 
dodécyl sulfate, CH,(CH,),,0S07, la emc est de l'ordre de 
1 mM. Celles des lipides biologiques, dont la plupart ont deux 
longues queues hydrophobes, sont généralement < 107$ M. 


a. Les lipides à une seule queue tendent à former des 

micelles 

La taille et la forme approximatives d'une micelle peuvent être 
calculées à partir de considérations géométriques. Les amphiphiles 
à une seule queue, comme les savons anioniques, forment des 
micelles sphéroïdales ou ellipsoïdales en raison de leur forme fuse- 
lée (leurs groupements de tête hydratés sont plus larges que leurs 
queues ; Fig. 12-11a et b), Le nombre de molécules dans de telles 
micelles dépend de l'amphiphile, mais pour beaucoup de sub- 
stances il est de l'ordre de plusieurs centaines. Pour un amphiphile 
donné, ce nombre est compris dans une fourchette étroite: un 
nombre inférieur exposerait le cœur de la micelle à l'eau, et un 
nombre supérieur provoquerait un centre creux énergétiquement 
défavorable (Fig. 12-11c). Naturellement, une grande micelle 
pourrait s’aplatir pour éliminer ce centre creux mais la diminution 
de courbure au niveau des surfaces aplaties provoquerait égale- 
ment la formation d'espaces vides (Fig. 12-114). 


b. Les glycérophospholipides et les sphingolipides tendent à 
former des bicouches 
Les deux chaînes hydrocarbonées des glycérophospholipides et 
des sphingolipides donnent à ces amphiphiles une forme plus ou 
moins cylindrique (Fig. 12-124). Les contraintes stériques du 
compactage de ces molécules conduit à la formation de micelles 
en forme de disque (Fig. 12-12b) qui sont véritablement des 


(d) 


fermant un nombre de molécules lipidiques plus important que le nombre 
optimal auraient un intérieur rempli d'eau (en bleu) défavorable (c). De 
telles micelles pourraient s'aplatir pour éliminer l'intérieur creux, mais 
leurs formes ellipsoïdales allongées créeraient aussi des espaces remplis 
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FIGURE 12-12 Formation de bicouches par des phospholipides. L'en- 
veloppe de van der Waals cylindrique des phospholipides (a) leur permet 
de former des micelles en forme de disques allongés (b) qu'il est préfé- 
rable d'appeler des bicouches lipidiques. 


feuillets bimoléculaires en extension. L'existence de telles 
bicouches lipidiques fut proposée pour la première fois en 1925 
par E. Gorter et F. Grendel, après qu'ils aient observé que les 
lipides extraits d'érythrocytes puis étalés en monocouche à l'inter- 
face air-eau (Fig, 12-10) recouvraient une surface double de celle 
qu'ils occupent dans la membrane plasmique de l'érythrocyte (la 
seule membrane de l'érythrocyte). Les bicouches lipidiques ont 
une épaisseur de 60 À environ, d'après des mesures par microsco- 
pie électronique et par diffraction des rayons X. Puisque chacune 
des deux couches de groupements de tête a une épaisseur d'envi- 
ron 15 À, les queues hydrocarbonées, dont la longueur est d'envi- 
ron 15 À, sont quasiment en pleine extension. Nous verrons ci-des- 
sous que les bicouches lipidiques constituent la base structurale 
des membranes biologiques. 


B. Liposomes 


Une suspension de phospholipides dans l'eau forme des vésicules 
multilamellaires de bicouches lipidiques disposées comme dans un 
oignon (Fig. 12-13a). Après sonication (agitation par des ultra- 
sons), ces structures se réarrangent pour former des liposomes— 
vésicules fermées (elles se referment spontanément) remplies de 
solvant, limitées par une seule bicouche (Fig. 12-13b). Elles ont en 
général un diamètre de plusieurs centaines d'À et, pour une pré- 
paration donnée, ont des tailles assez homogènes. On peut prépa- 
rer des liposomes ayant un diamètre de l'ordre de 1000 À en injec- 
tant une solution alcoolique (éthanol) de phospholipides dans l'eau 
ou en dissolvant des phospholipides dans une solution de détergent 
puis en éliminant le détergent par dialyse. Une fois formés, les 
liposomes sont très stables et, en fait, ils peuvent être séparés de la 
solution où ils se trouvent, par dialyse, chromatographie par filtra- 
tion sur gel, ou centrifugation. Des liposomes ayant des milieux 
interne et externe différents peuvent ainsi être préparés facilement. 
Les membranes biologiques sont formées de bicouches lipidiques 
auxquelles sont associées des protéines (Section 12-3A), Des lipo- 
somes formés à partir de lipides synthétiques et/ou de lipides d'ori- 
gine biologique (ex. lécithine du jaune d'œuf) ont été étudiés de 
manière intensive en tant que modèles de membranes biologiques. 


a. Les bicouches lipidiques sont imperméables à la plupart 
des substances polaires 
Puisque les membranes biologiques constituent les frontières 
de la cellule et des organites, il est important de déterminer leur 


ohsmmadiel à fs, LS St émane - Êe oomt let 


Section 12-2. Propriétés des agrégars lipidiques 391 


{a) 


(b) 


FIGURE 12-13 Bicouches lipidiques. (4) Micrographie électronique 
d'une vésicule phospholipidique multilamellaire dans laquelle chaque 
lamelle est une bicouche lipidique. [Avec la permission d'Alec D. Ban- 
gham, Institute of Animal Physiology, Cambridge, U.K.] (b) Microgra- 
phie électronique d'un liposome, Comme le montre le schéma annexé, sa 
paroi est constituée d'une bicouche lipidique, [Avec la permission de 
Walter Stoeckenius, University of California at San Francisco. ] 


ner la perméabilité d'une bicouche lipidique pour une substance 
donnée, en formant des liposomes dans une solution qui contient 
la substance, puis en changeant la solution aqueuse externe, et en 
mesurant la vitesse à laquelle la substance apparaît dans la nou- 
velle solution externe. On a ainsi trouvé que les bicouches lipi- 
diques sont extraordinairement imperméables aux substances 
ioniques et polaires et que la perméabilité de ces substances aug- 
mente avec leur solubilité dans des solvants non polaires. Cela 
semble indiquer que pour pénétrer dans une bicouche lipidique, 
une molécule de soluté doit perdre son enveloppe d'hydratation 
pour être solvatée par le cœur hydrocarboné de la bicouche. Un tel 
processus est tout à fait défavorable pour des molécules polaires si 
bien que même l'épaisseur de l'ordre de 30 À du cœur hydrocar- 
boné d'une bicouche lipidique constitue une véritable barrière 
pour les substances polaires. Cependant, des mesures avec de l'eau 
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(a) Diffusion transversale (basculement) 
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(b) Diffusion latérale 
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FIGURE 12-14 Diffusion de phospholipides dans une bicouche lipi- 
dique. (4) La diffusion transversale (flip-fop ou basculement) corres- 
pond au transfert d'une molécule de phospholipide d'un feuillet de la 
bicouche à l'autre. (b) La diffusion latérale est un échange, à l'intérieur 
d'une paire, entre deux molécules de phospholipide voisines appartenant 
au même feuillet de la bicouche. 


perméables à l'eau. Malgré la polarité de l'eau, sa petite taille 
moléculaire lui confère une solubilité appréciable dans le cœur 
hydrocarboné des bicouches lipidiques, ce qui lui permet de les 
traverser. 


La stabilité des liposomes et leur imperméabilité à beaucoup de substances 
en font des véhicules prometteurs pour transporter vers certains tissus des 
agents thérapeutiques. comme des médicaments, des enzymes, et des 
gènes (en vue de a thérapie génique). Les liposomes sont absorbés par 
beaucoup de cellules en fusionnant avec leur membrane plasmique, Si l'on 
arrive à mettre au point des méthodes pour diriger les liposomes vers une 
population spécifique de cellules, on pourra alors diriger les médicaments 
vers des tissus particuliers après leur encapsulation dans les liposomes. 


Rétablissement 
—___ 


FIGURE 12-15 Technique de rétablissement de la fluorescence après 
photo-blanchiment. (a) Une impulsion de lumière laser intense blanchit 
les marqueurs fluorescents (er vert) d'une petite surface d'une cellule 

immobilisée dont un des constituants membranaires est marqué par fluo- 


Ainsi, plusieurs agents anticancéreux ou antibiotiques sont déjà dispo- 
nibles sous forme de liposomes ; 


C. Dynamique des bicouches 


a. Les bicouches lipidiques sont des fluides à deux 
dimensions 


Le transfert d'une molécule lipidique au travers d'une bicouche | 


(Fig. 12-14a), un processus appelé diffusion transversale ou bas- 
culement («flip-flop »), n'arrive que très rarement. Ceci, parce 
qu'au cours du basculement, la tête polaire du lipide doit traverser 
le cœur hydrophobe de la bicouche. Les vitesses de basculement 
des phospholipides, mesurées par différentes techniques, sont 
caractérisées par des demi-temps de plusieurs jours au minimum. 

Par contre, les lipides sont très mobiles dans le plan de la 
bicouche (diffusion latérale, Fig. 12-14b). Les clichés de diffrac- 
tion des rayons X de bicouches à températures physiologiques 
montrent une bande diffuse, au centre d’un espacement de 4,6 À, 
dont la largeur est une mesure de la distribution des espacements 
latéraux entre les chaînes hydrocarbonées dans le plan de la 
bicouche, Cette bande, qui ressemble à l'une des bandes observées 
dans les clichés de diffraction des rayons X par des paraffines 
liquides, indique que la bicouche est un fluide à deux dimensions 
dans lequel les chaînes hydrocarbonées sont l'objet de mouve- 
ments fluctuants rapides qui impliquent des rotations autour de 
leurs liaisons C—C, 

La vitesse de diffusion latérale des molécules de lipides peut 
être déterminée quantitativement d'après la vitesse de rétablisse- 
ment de la fluorescence après photo-blanchiment (Fig. 12-15). 
Un groupement fluorescent (fluorophore) est spécifiquement lié à 
un composant de la bicouche et une impulsion intense de rayonne- 
ment laser est centré sur une très petite surface (de l'ordre de 
3 um°), ce qui détruit (blanchit) le fluorophore à cet endroit précis. 
La vitesse à laquelle la région blanchie recouvre sa fluorescence, 
suivie par microscopie à fluorescence, indique la vitesse à laquelle 
les molécules marquées par fluorescence, blanchies ou non blan- 
chies, diffusent latéralement, les unes vers la zone blanchie, les 
autres en dehors. De tels examens ainsi que des mesures par RMN 


pie à fluorescence, réapparaît suite au remplacement des molécules blan- 
chies, qui s'en éloignent par diffusion latérale, par des molécules fluores- 
centes intactes qui diffusent en sens inverse. (c) La vitesse de rétablisse- 
ment de la fluorescence dépend de la vitesse de diffusion des molécules 
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FIGURE 12-16 Instantané, en simulation de dynamique moléculaire, 
d'une bicouche lipidique de dipalmitoyl phosphatidyicholine entou- 
rée d'eau. Le code couleur des atomes est le suivant : C des chaînes en 
gris (sauf le C du méthyle terminal, qui est en jaune), C du glycérol en 
brun, O des liaisons ester en rouge, P et O des phosphates en vert, C et N 
de la choline en violet pâle, O de l'eau en bleu foncé, et H de l'eau en 
bleu vert. Les atomes H des lipides ne sont pas représentés, pour plus de 
clarté, [Avec la permission de Richard Pastor et de Richard Venable, 
FDA, Bethesda, Maryland] 


ont permis d'établir que les lipides dans les bicouches ont des 
mobilités latérales identiques à celles de molécules dans des huiles 
minérales légères. Les lipides en bicouches peuvent donc diffuser 
sur une longueur de 1 jim en 1 seconde environ (taille d'une bac- 
térie). 

Des simulations de dynamique moléculaire (Section 9-4) des 
bicouches lipidiques (Fig. 12-16) montrent que la conformation de 
leurs queues lipidiques est très flexible en raison d'une rotation 
autour des liaisons C—C. Cependant, la viscosité de ces queues 
augmente brusquement au voisinage des groupements lipidiques 
de tête car ces derniers, plus rigides, interagissent avec les queues 


(a) Au-dessus de la température de transition 


Section 12-2. Propriétés des agrégats lipidiques 393 


et réduisent leur mobilité latérale. Noter que les extrémités méthy- 
lées des queues des feuillets opposés de la bicouche forment sou- 
vent des interdigitations, plutôt que des couches entièrement sépa- 
rées comme pourrait le suggérer la Fig. 12-14. Ceci se vérifie 
particulièrement pour les membranes biologiques car leurs 
diverses molécules lipidiques ont des queues de longueurs diffé- 
rentes et/ou sont coudées par des doubles liaisons. Les simulations 
de dynamique moléculaire indiquent également que la bicouche 
lipidique est flanquée de plusieurs couches de molécules d'eau 
ordonnées. De plus, comme le montre la Fig. 12-16, des molécules 
d'eau s'engagent fréquemment bien au-dessous du niveau des 
groupements de tête et des résidus de glycérol. Ainsi, on trouve 
dans une bicouche lipidique typique un cœur hydrocarboné d'en- 
viron 30 À d'épaisseur limité des deux côtés par une interface 
d'environ 15 À d' épaisseur contenant des agglomérats, qui fluc- 
tuent rapidement, de groupements de tête, d'eau, de glycérol, et de 
groupements carbonyle et méthylène. 


b. La fluidité de la bicouche varie avec la température 

Lorsqu'une bicouche est refroidie en dessous d'une tempéra- 
ture de transition caractéristique, elle subit une sorte de change- 
ment de phase, appelé transition ordre-désordre, au cours de 
laquelle elle prend une consistance solide de type gel (Fig. 12-17) ; 
autrement dit, elle perd son caractère fluide, En dessous de la tem- 
pérature de transition, la bande de 4,6 À détectée par diffraction 
des rayons X, caractéristique de l'espacement entre les chaînes 
d'hydrocarbures dans une bicouche de cristal liquide, est rempla- 
cée par une bande étroite de 4,2 À identique à celle trouvée avec 
les paraffines cristallisées, Cela indique que les chaînes hydrocar- 
bonées d'une bicouche sont en pleine extension et compactées 
selon un arrangement hexagonal comme dans les paraffines cris- 
tallisées, 

La température de transition d'une bicouche augmente avec la 
longueur de la chaîne et avec le degré de saturation des résidus 
d'acides gras qui la composent pour les mêmes raisons qui font 
que les températures de fusion des acides gras augmentent avec ces 
facteurs. Les températures de transition de la plupart des mem- 


(b) En-dessous de la température de transition 


FIGURE 12-17 Structure d'une bicouche lipidique composée de 
phosphatidylcholine et de phosphatidyléthanolamine lorsque la tem- 
pérature est abaissée en dessous de la température de transition de ka 
bicouche, (a) Au-dessus de la température de transition, les molécules 
lipidiques dans leur ensemble, ainsi que leurs queues non polaires, sont 
très mobiles dans le plan de la hicouche. Un tel état de la matière. 


ordonné dans certaines directions mais non dans d'autres, est appelé cris- 
tal liquide. (b) En dessous de la température de transition, les molécules 
lipidiques sont beaucoup mieux ordonnées pour donner un solide de type 
gel. (D'après Robertson, R.N., The Lively Membranes, pp. 69-70, Cam- 
bridge University Press (1983),] 
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branes biologiques se situent entre 10 et 40 °C. Le cholestérol, qui, 
à lui seul, ne forme pas de bicouche, diminue la fluidité de la mem- 
brane près de la surface de celle-ci, car son noyau stéroïde rigide 
interfère avec les mouvements des queues d'acides gras. Cepen- 
dant, puisque le cholestérol ne pénètre pas dans la membrane aussi 
loin que la plupart des lipides, il se comporte également comme un 
écarteur qui accroît la mobilité de l'extrémité méthylée des queues 
d'acides gras. Le cholestérol augmente aussi la zone de tempéra- 
ture de la transition ordre-désordre et, à fortes concentrations, il 
l'annule complètement. Ceci parce que le cholestérol inhibe la 
cristallisation des chaînes d'acides gras (leur agrégation coopéra- 
tive en arrangements ordonnés) en s'intercalant entre elles. Le cho- 
lestérol joue ainsi le rôle d'un agent plastifiant des membranes, 
La fluidité des membranes biologiques est l’une de leurs pro- 
priétés physiologiques importantes car elle permet aux protéines 
qui s’y trouvent insérées d’interagir (Section 12-3B). Les tempé- 
ratures de transition des membranes de mammifères sont bien en 
dessous de la température du corps et, par conséquent, ces mem- 
branes ont toutes un caractère fluide, Les bactéries et les animaux 
poïkilothermes (à sang froid) comme les poissons modifient (par 
l'intermédiaire de la biosynthèse et de la dégradation des lipides) 
la composition en acides gras de leurs lipides membranaires en 
fonction de la température ambiante afin de maintenir la fluidité 
membranaire. Par exemple, la viscosité de la membrane d'E. coli 
reste constante si la température de croissance varie de 15 à 43 °C, 


Les anesthésiques gazeux, comme l'éther diéthylique, le cyclopropane, 
l'halothane (2-bromo-2-chloro-1.1.l-trifluoroéthane), et le gaz inerte X°, 
exercent leur action en interférant avec La transmission de l'influx nerveux 
du système nerveux central. Dans la mesure où ces substances sont élimi- 
nées sans avoir été modifiées. une action par voie chimique est à exclure. 
Plusieurs arguments expérimentaux, par exemple la corrélation linéaire 
entre leur efficacité en tant qu'anesthésiques et leur liposolubilité, suggè- 
rent plutôt que ces substances non polaires ahtèrent les structures des mem 
branes en se dissolvant dans leurs cœurs hydrocarbonés. La transmission 
des influx nerveux, phénomène membranaire (Section 20-5), est perturbée 
par ces modifications structurales auxquelles les membranes neuronales 
semblent particulièrement sensibles. 


3 M MEMBRANES BIOLOGIQUES 


Les membranes biologiques sont composées de protéines associées 
à une matrice lipidique en bicouche. Leurs fractions lipidiques 
sont formées de mélanges complexes qui varient avec l'origine de 
la membrane (Tableau 12-3) et, dans une certaine mesure, avec le 
régime alimentaire et l'environnement de l'organisme qui produit 
la membrane. Les protéines membranaires assurent les processus 
dynamiques liés aux membranes et on ne trouve donc de protéines 
spécifiques que dans des membranes spéciales. Les rapports pro- 
téine/lipide des membranes varient considérablement selon la 
fonction membranaire comme le montre le Tableau 12-4, bien que 
la plupart des membranes contiennent au moins 50 % de protéines. 
La membrane de myéline, qui assure un rôle d'isolant passif pour 
certaines fibres nerveuses (Section 20-5B), est une exception fla- 
grante car elle ne contient que 18 % de protéines. 

Dans cette section, nous étudierons les propriétés des protéines 
membranaires et leur comportement dans les membranes biolo- 
giques. Après quoi, nous nous intéresserons à des aspects spéci- 
fiques des membranes biologiques, à savoir le cytosquelette des 
érythrocytes, la nature des groupes sanguins, les jonctions com- 
municantes et les protéines qui forment des canaux. Les méca- 
nismes d'assemblage des membranes et d’adressage de leurs pro- 
téines seront étudiés dans la Section 12-4. 


A. Protéines membranaires 


Les protéines membranaires sont classées selon leur degré d'asso- 
ciation aux membranes : 


L. Les protéines intégrales ou protéines intrinsèques sont for- 
tement liées aux membranes par des forces hydrophobes (Fig. 12- 
18) et on ne peut les extraire que par traitement des membranes 
avec des agents qui déstabilisent celles-ci. Ces agents compren- 
nent les solvants organiques, les détergents (ceux de la Fig. 12-19, 
par exemple) et des substances chaotropiques (ions qui désorgani- 
sent la structure de l'eau; Section 8-4E). Les protéines intrin- 
sèques ont tendance à s'agréger et à précipiter en solutions 


TABLEAU 12-3 Composition lipidique de quelques membranes biologiques" 


Erythrocyte 

Lipide humaien 
Acide phosphatidique 1.5 
Phosphatidylcholine 19 
Phosphatidyléthanolamine 18 
Phosphatidylglycérol 0 
Phosphatidylinositol l 
Phosphatidylsérine 8,5 
Cardiolipine 0 
Sphingomyéline 17,5 
Glycolipides 10 
Cholestérol 25 


Mitochondrie 
Myéline humaine de cœur de bœuf E, coli 
0,5 0 0 
10 39 0 
20 27 65 
0 0 18 
l 7 0 
8,5 05 0 
0 22,5 12 
8,5 0 0 
26 0 
26 3 0 


“Les valeurs sont données en pourcentage de poids de lipides totaux. 
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TABLEAU 12-4 Composition de quelques membranes biologiques 


Membrane Protéine (%) 
Membranes plasmiques: 

Cellules de foie de souris 46 

Erythrocyte humain 49 

Amibe s2 
Membrane nucléaire de foie de rat 59 
Membrane mitochondriale externe 52 
Membrane mitochondriale interne 76 
Myéline 18 
Bactérie Gram positif 75 


Membrane pourpre de Halobactérium 75 
“Deduit des analyses. 


Source: Guidon, G., Annu, Rev. Biochem. 41, 732 (1972). 


FIGURE 12-18 Modèle d'une protéine membranaire intrinsèque, Les 
protéines intrinsèques dans une bicouche lipidique sont « solvatées » par 
les lipides grâce à des interactions hydrophobes entre la protéine et les 
queues non polaires des lipides. Les groupements polaires de tête peu- 
vent également s'associer à la protéine par liaisons hydrogène et ponts 
salins, [D'après Robertson, R.N., The Lively Membranes, p. 56, Cam- 
bridge University Press (1983).] 


FIGURE 12-19 Une sélection de détergents utilisés en biochimie. 
Noter qu'ils peuvent être anioniques, cationiques, « zwittcrioniques », où 
non chargés. Les détergents ioniques sont très amphiphiles et ont donc 
tendance à dénaturer les protéines, ce qui n'est pus le cas des détergents 
neutres. 


Glucide Rapport Protéine 


Lipide (%) (%) sur Lipide 
54 2-4 0,85 
43 8 1,1 
42 4 1,3 
35 20 16 
48 (2-4 1,1 
24 (1-2 3,2 
79 3 0,23 
25 (10ÿ 30 
25 30 
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aqueuses à moins qu'on ne les solubilise avec des détergents ou 
des solvants organiques miscibles à l'eau, comme le butanol ou le 
glycérol. Certaines protéines intrinsèques sont si fortement liées 
aux lipides qu'il est nécessaire de se placer en conditions dénatu- 
rantes pour les en débarrasser. Les protéines intrinsèques solubili- 
sées sont purifiées par plusieurs des méthodes de fractionnement 
vues dans le Chapitre 6. 


2. Les protéines périphériques ou protéines extrinsèques sont 
dissociées des membranes par des techniques relativement douces 
qui laissent la membrane intacte, telles que le traitement par des 
solutions de sels de force ionique élevée (ex. NaCI 1M), par des 
agents chélateurs des métaux, ou des changements de pH. Les pro- 
téines périphériques, le cytochrome c par exemple, sont stables en 
solutions aqueuses et ne se lient pas aux lipides. Elles s'associent 
à la membrane en se liant à sa surface, avec les groupements de 
tête de ses lipides ou avec des protéines intrinsèques, par interac- 
tions électrostatiques et liaisons hydrogène. Les protéines périphé- 
riques débarrassées de membrane se comportent comme des pro- 
téines globulaires hydrosolubles et peuvent être purifiées en tant 
que telles (Chapitre 6). 


Dans la sous-section qui suit, nous nous intéresserons aux pro- 
téines intrinsèques. 


a. Les protéines intrinsèques sont des amphiphiles orientés 

asymétriquement 

Toutes les membranes biologiques contiennent des protéines 
intrinsèques, lesquelles représentent environ 25 % des protéines 
codées par le génome. Leur localisation dans une membrane peut 
être déterminée par marquage de surface, une technique qui uti- 
lise des agents réagissant avec les protéines mais ne pouvant entrer 
dans les membranes. Par exemple, une protéine intrinsèque sur le 


Giycolipide 


. - 
ee lat 


Phospholipide 


FIGURE 12-20 Représentation schématique d'une membrane plas- 
mique. Les protéines intrinsèques (orange) sont enfouies dans une 
bicouche composée de phospholipides (sphères bleues avec deux appen- 
direc tortillfe * ile ennt renrésentée en mrmnartion henneoum nlue érançle 


Oligosaccharide 


côté externe d'une membrane cellulaire intacte se lie à un anticorps 
dirigé contre elle, alors qu'une protéine sur le côté interne de cette 
membrane ne pourra se lier à l’anticorps que si la membrane est 
rompue. Des réactifs spécifiques de protéines, qui ne traversent pas 
les membranes et sont fluorescents ou radioactifs, peuvent être uti- 
lisés de la même façon, L'utilisation de tels marqueurs de surface 
a montré que certaines protéines intrinsèques sont exposées d'un 
seul côté de la membrane, alors que d'autres, appelées protéines 
transmembranaires, traversent la membrane. Cependant, on ne 
connaît pas de protéines complètement enfouies dans la mem- 
brane ; autrement dit, elles sont toutes exposées à l'environnement 
aqueux. Ces études ont également permis de montrer que les mem- 
branes biologiques sont asymétriques, dans la mesure où une pro- 
téine membranaire donnée est invariablement localisée sur un seul 
des côtés de la membrane ou bien, dans le cas d'une protéine 
transmembranaire, orientée dans une seule direction par rapport 
à la membrane (Fig. 12-20). 

Les protéines intrinsèques sont amphiphiles ; les segments de 
la protéine immergés dans l'espace interne non polaire d'une 
membrane ont essentiellement des résidus de surface hydrophobes, 
alors que les segments qui se projettent dans l'environnement 
aqueux présentent essentiellement des résidus polaires. Par 
exemple, des études par protéolyse suivie de modifications chi- 
miques, ont permis de montrer que la glycophorine À, protéine 
transmembranaire de l'érythrocyte (Fig. 12-21), présente trois 
domaines : (1) un domaine N-1erminal de 72 résidus qui se projette 
à l'extérieur et qui porte 16 motifs oligosaccharidiques : (2) une 
séquence de 19 résidus essentiellement hydrophobes, qui traverse 
la membrane cellulaire de l'érythrocyte ; et (3), un domaine cyto- 
plasmique C-terminal de 40 résidus avec une forte proportion de 
résidus polaires et de résidus chargés. Le domaine transmembra- 
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« hydrophobe 


Protéine intrinsèque 


Cholestérol 


qu'en réalité, pour plus de clarté) et de cholestérol (jaune). Les consti- 


tuants glucidiques des glycoprotéines (chaînes de perles jaunes) et les 
glycolipides (chaînes de perles vertes) ne se trouvent que sur la face 
externe cle La membeane 


Extérieur 


Gal -B(1—+ 3) - GalNAc - a - Ser/Thr 


FIGURE 12-21 Séquence en acides aminés et localisation membra- 
naire de la glycophorine A de l’érythrocyte humain. La protéine, qui a 
60% en poids de glucides, porte 15 oligosaccharides liés à O (losanges 
verts) et un oligosaccharide lié à N (hexagone vert foncé). La séquence 


prédominante des oligosaccharides liés à O est donnée en dessous. Le 
segment transmembranaire de la protéine (brun et violer) est formé de 19 


résidus essentiellement hydrophobes. L'extrémité C-terminale, localisée 


naire, comme pour beaucoup de protéines membranaires intrin- 
sèques, forme à peu près certainement une hélice &, assurant ainsi 
l'établissement de liaisons hydrogène nécessaires à son squelette 
polypeptidique. De fait, l'existence de l’hélice transmembranaire 
unique de la glycophorine À a été décelée par le calcul de la varia- 
tion d'énergie libre accompagnant le transfert de segments poly- 
peptidiques disposés en hélice &, de l'espace interne non polaire 
d'une membrane, dans de l’eau (Fig. 12-22). Des calculs iden- 
tiques avec d'autres protéines intrinsèques ont permis également 
d'identifier leurs hélices transmembranaires. 

Dans beaucoup de protéines intrinsèques, le(s) segment(s) 
hydrophobe(s) ancre(nt) la région active de la protéine à la mem- 
brane, Par exemple, la trypsine scinde le cytochrome b,, enzyme 


FIGURE 12-22 Représentation graphique, pour la glycophorine A, de 
la variation d'énergie libre calculée, pour le transfert de segments en 
hélice a de 20 résidus, depuis l’intérieur de la membrane à l’eau, en 
fonction de la position du premier résidu du segment. Des pics au- 
dessus de +85 kJ + mo"! indiquent une hélice transmembranaire. 
[D'après Engleman, D.M., Steitz, T.A., and Goldman, A., Annu. Rev. 
Rinnkve Rinnkve Chem 1€ 2412 (108) 1! 
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intérieur 


sur la face cytoplasmique de la membrane, est riche en résidus anio- 
niques (rose) et cationiques (bleu). Il existe deux variantes génétiques 
courantes de la glycophorine A : la glycophorine A" où l’on trouve Ser et 
Gly respectivement en positions 1 et 5, alors que l'on trouve Leu et Glu 
dans la glycophorine A, [(Abréviations : Gal = galactose, GalNAc = N- 
acétylgalactosamine, NeuNac = acide N-acétyineuraminique (acide sia- 
lique)]. [D'après Marchesi, WT., Semin, Hematol. 16, 8 (1979).] 


membranaire, en un fragment polaire enzymatiquement actif d'en- 
viron 85 résidus qui correspond à l'extrémité N-terminale, et un 
fragment C-terminal d'environ 50 résidus qui reste inséré dans la 
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FIGURE 12-23 Le cytochrome b,; de foie associé à une membrane. Le 
domaine N-terminal enzymatiquement actif de la protéine (violer), dont la 
structure par rayons X a été déterminée, est ancré à la membrane par un 
segment C-terminal hydrophobe probablement en hélice a (brun) qui 
débute et se termine par des segments hydrophiles (violer). La séquence 
en acides aminés de l’enzyme de cheval montre que cet ancre hydro- 
phobe est formée d'un segment de 13 résidus qui se termine 9 résidus 
avant le résidu C-terminal du polypeptide (en dessous). [Représentation 
en ruban du domaine N-terminal d'après un dessin de Jane Richardson, 
Duke University. Séquence en acides aminés d'après Ozols, J. and 
Gerard, C.. J. Biol. Chem. 253, 8549 (1977).] 


membrane (Fig. 12-23). L'orientation asymétrique des protéines 
intrinsèques dans la membrane est maintenue par le fait que leurs 
vitesses de basculement sont infinitésimales (encore plus lentes 
que celles des lipides), en raison de la taille beaucoup plus grande 
des « groupements de tête » des protéines membranaires comparée 
à celle des lipides. L'origine de cette asymétrie est discutée dans 
la Section 12-4, 

Peu de protéines intrinsèques membranaires ont été cristalli- 
sées — et encore, en présence de détergents, qui ne sont que de 
piètres substituants des bicouches lipidiques. Ainsi, en dépit de 
leur abondance dans les systèmes biologiques, seuls 0,7 % environ 
des protéines de structure connue sont des protéines intrinsèques. 
Dans le reste de cette sous-section, nous étudierons les structures 


de quatre protéines intrinsèques, la bactériorhodopsine, le centre 
de réaction photosynthétique bactérien, les porines et la cyclooxy- 
génase. 


b. La bactériorhodopsine contient un faisceau de sept 
segments hélicoïdaux hydrophobes 

La bactériorhodopsine (BR) est l'une des protéines membra- 
naires intrinsèques les mieux caractérisées ; elle se trouve dans la 
bactérie halophile (« qui aime le sel ») Halobacterium salinarium, 
occupant des sites très salés comme la Mer Morte (sa croissance 
optimale se fait dans NaCI 4,3M et elle ne vit pas en dessous de 
NaCI 2,0M ; l'eau de mer a une concentration en NaCI de 0,6M). 
Lorsque la concentration en O, est faible, sa membrane cellulaire 
présente des plages de 0,5 yum environ de membrane pourpre 
dont le seul constituant protéique est la BR. Cette protéine de 247 
résidus est une pompe à protons « actionnée » par la lumière ; elle 
provoque la formation d'un gradient de protons à travers la mem- 
brane qui permet la synthèse d'ATP (selon un mécanisme décrit 
dans la Section 22-3B). Le composant de la BR qui absorbe la 
lumière, le rétinal, est lié par covalence au résidu Lys 216 (Fig. 
12-24). Ce chromophore (groupement absorbant la lumière), qui 
donne sa couleur pourpre à la membrane, est aussi l'élément sen- 
sible à la lumière de notre système visuel. 

La membrane pourpre, qui contient 75 % de protéines et 25 % 
de lipides, a une structure originale comparée à la plupart des 
autres membranes (Section 12-3B) : ses molécules de BR sont dis- 
posées selon un arrangement très précis à deux dimensions (cris- 
tal à deux dimensions). Ceci a permis à Richard Henderson et 
Nigel Unwin de déterminer par cristallographie électronique 
(technique inventée par eux, qui ressemble à la cristallographie par 
rayons X, dans laquelle le faisceau d'électrons d'un microscope 
électronique est utilisé pour provoquer la diffraction depuis des 
cristaux à deux dimensions), la structure de la BR avec une préci- 
sion proche de la résolution atomique (3,0 À). La structure déter- 
minée ainsi ressemble fort à celle obtenue plus récemment par 
rayons X avec une résolution de 1,9 À sur des cristaux individuels 
de BR dissoute dans des phases lipidiques cubiques (mélanges de 
lipides et d'eau qui forment une bicouche continue, mais très 
tourmentée, où s'enfoncent des canaux aqueux). 

La BR est un homotrimère. Chaque sous-unité est formée 
essentiellement d'un faisceau de sept segments en hélice & de 25 
résidus qui traversent, chacun, la bicouche lipidique presque per- 
pendiculairement à son plan (Fig. 12-25). On dit de la BR qu'elle 
est polytopique (qui traverse plusieurs fois la membrane ; du grec 
topos, endroit). Les espaces de l'ordre de 20 À qui séparent les 
molécules de la protéine dans la membrane pourpre sont remplis 
par cette bicouche (Fig. 12-25b). Les hélices & adjacentes, parti- 
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CH; C—O FIGURE 12-24 Formule moléculaire du rétinal. Le rétinal, 
Lys 216 groupement prosthétique de la bactériorhodopsine, forme une base 
DER EEE TRS EEE de Schiff avec la Lys 216 de la protéine. Une liaison analogue se 
Résidu rétinal forme dans la rhodopsine, la protéine photoréceptrice de l'œil. 


(a) 


FIGURE 12-25 Structure de la bactériorhodopsine. (a) Structure, 
obtenue par cristallographie électronique, de la BR face extracellulaire 
vers le bas et vue de l'intérieur de la membrane pourpre. Le squelette 
polypeptidique est en bleu-vert, et le rétinal, qui lui est associé par 
covalence, est en représentation « boules et bâtonnets » en jaune et 
gris. L'extrémité N-terminale est en bas à gauche. [Avec la permission 
de Nikolaus Grigorieff et Richard Henderson, MRC Laboratory of 
Molecular Biology, Cambridge, U.K.] (b) Structure par rayons X du 
trimère de BR, vu à partir du côté extracellulaire de la membrane et 
entouré de parties d’autres trimères. Les molécules de protéine sont 
représentées en ruban (en gris) et les queues lipidiques qui leur sont 


culièrement hydrophobes, sont réunies tête à queue par de petites 
boucles peptidiques. Selon cette disposition, les résidus chargés de 
la protéine sont proches des surfaces de la membrane au contact 
du solvant aqueux. Les résidus chargés internes bordent le centre 
du faisceau d'hélices pour former un canal hydrophile qui facilite 
le transfert des protons. D'autres pompes et canaux membranaires 
(Chapitre 20) ont probablement des structures analogues. 


c. Le centre de réaction photosynthétique contient onze 

hélices transmembranaires 

Le processus photochimique primaire de la photosynthèse chez 
les bactéries pourpres photosynthétiques est sous la dépendance de 
ce qu'on appelle le centre de réaction photosynthétique (PRC ; 
Section 24-2B), une protéine transmembranaire (TM) constituée 
d'au moins trois sous-unités différentes de 300 résidus environ qui 
lient ensemble quatre molécules de chlorophylle, quatre autres 
chromophores, et un atome de Fe non-hème. Le centre de réaction 
photosynthétique de 1187 résidus de Rhodopseudomonas (Rps.) 
viridis, dont la structure par rayons X fut déterminée en 1984 par 
Hartmut Michel, Johann Deisenhofer, et Robert Huber, a été la 
première protéine TM à être décrite à l'échelle atomique (Fig. 12- 
26). La partie TM de la protéine polytopique est formée de 
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associées représentées en «boules et bâtonnets » de couleurs diffé- 
rentes, une même couleur désignant les queues lipidiques symétriques 
(les groupements lipidiques de tête sont invisibles, car désordonnés). 
On ne voit que les lipides de la couche extracellulaire : la distribution 
de ceux de la couche cytoplasmique est la même. Noter comment les 
7 hélices a antiparallèles de chaque monomère de BR sont disposées 
en cercle sur deux couches, une interne de 3 hélices et une externe de 
4 hélices, les hélices qui se suivent dans la séquence se suivant égale- 
ment dans l'espace (la direction N vers C est ici dans ke sens horaire). 
[Avec la permission de Eva Pebay-Peyroula, Université Joseph Fourié, 
Grenoble, France, PDBid 1AP9.] 


11 hélices @ qui constituent un cylindre aplati de 45 À de long dont 
la surface hydrophobe correspond aux prédictions. 


d. Les porines sont des protéines formant des canaux et 
qui contiennent des tonneaux B transmembranaires 

Les membranes externes des bactéries Gram négatif (Section 
11-3B) les protègent contre l'environnement mais doivent néan- 
moins être perméables à de petits solutés polaires comme les nutri- 
ments et les déchets. Pour cette raison, ces membranes externes 
contiennent des protéines qui y sont insérées et forment des 
canaux. Ces protéines, appelées porines, sont en général des tri- 
mères de sous-unités identiques de 30 à 50 kD qui permettent le 
passage de solutés de masses moléculaires inférieures à 600 D 
environ. On trouve aussi des porines chez les eucaryotes, dans les 
membranes externes des mitochondries et des chloroplastes (d'où 
une preuve supplémentaire que ces organites descendent des bac- 
téries ; Section 1-2A). 

Les structures par rayons X de plusieurs porines ont été éluci- 
dées récemment: une porine de Rhodobacter (Rb.) capsulatus, 
déterminée par Georg Schulz, et les porines d’ E. coli OmpF «t 
PhoE, déterminées par Johan Jansonius. Les 340 et 330 résidus 
des porines OmpF et PhoE partagent 63 % d'identité de séquence, 
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FIGURE 12-26 Structure par rayons X du centre de réaction photo- 
synthétique de Rps. viridis. (a) Représentation en ruban dans laquelle 
seuls le squelette des C, et les groupements prosthétiques (en jaune) sont 
montrés. Les sous-unités H, M, et L (respectivement en rose, bleu, et 
orange) ont ensemble 11 hélices transmembranaires. Le cytochrome de 
type € (vert) à 4 hèmes, que l'on ne trouve pas dans tous les types de 
bactéries photosynthétiques, est lié sur la face externe du complexe. La 
position que la protéine transmembranaire occupe vraisemblablement 
dans la bicouche lipidique est indiquée schématiquement. [D'après une 
structure par rayons X obtenue par Johann Deisenhofer, Robert Huber et 


mais très peu de similitude de séquence avec celle de la porine de 
Rb. capsulatus, qui compte 301 résidus. Cependant, les trois 
porines ont des structures très voisines. Chaque monomère de ces 
protéines trimériques est constitué essentiellement d’un tonneau B 
antiparallèle à 16 segments formant un pore accessible au solvant 
le long de l'axe du tonneau, pore d'une longueur de 55 À environ 
et d'un diamètre minimum de 7 À environ (Fig. 12-27 ; on connaît 
cependant aussi des protéines de membrane à tonneau B qui com- 
portent 8, 12, 18 ou 22 segments). Dans le cas des porines OmpF 
et PhoE, les extrémités N- et C-terminales du 16° segment $ sont 
réunies par un pont salin, formant ainsi une structure pseudo- 
cyclique (Fig. 12-27a). Noter qu'un tonneau B satisfait complète- 
ment le potentiel en liaisons hydrogène du squelette polypepti- 
dique, tout comme l'hélice &. Comme prévu, les chaînes latérales 
de la surface de la protéine exposée à la membrane sont non 
polaires, formant ainsi une bande hydrophobe d'environ 27 À de 
haut aui encercle le trimère (Fie. 12.270). Par contre. les chaînes 


un 


Harmut Michel, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Alle- 
magne.] (b) Modèle plein avec N en bleu, O en rouge, S en jaune, et les 
atomes de C des sous-unités H, M, L, et du cytochrome, respectivement 
en rose, bleu, orange, et vert. Les régions exposées des groupements 
prosthétiques sont en brun, Remarquer comme 1l y a peu de groupements 
polaires (azotes et oxygènes) exposés à l'extérieur dans cette partie de la 
protéine qui se trouve immergée dans La région non polaire de la 
bicouche lipidique, [D'après Deisenhofer, J, and Michel, H., Les Prix 
Nobel (1989). PDBid IPRC.] 


latérales de la surface de la protéine exposée au solvant, y compris 
celles qui bordent les parois du canal aqueux, sont polaires. Des 
mécanismes qui pourraient expliquer la sélectivité de ces porines 
pour les solutés sont exposés dans la Section 20-2D. 


e. La cyclooxygénase ne se lie qu’à un des feuillets de la 

bicouche 

Les protéines intrinsèques ne sont pas toutes des protéines 
TM. Par exemple, la cyclooxygénase (COX ; aussi appelée pros- 
taglandine H, synthase), enzyme qui participe à la synthèse des 
substances hormonales que son les prostaglandines (Section 25- 
7B), est une protéine intrinsèque qui se lie au feuillet luminal du 
réticulum endoplasmique. On dit donc qu'elle est monotopique, 
comme le cytochrome b, (Fig. 12-33). La structure par rayons X 
de la COX, déterminée par Michael Garavito, montre que chaque 
sous-unité (576 résidus) de cet homodimère comporte trois 
domaines (Fie, 12-28): un module N:-terminal de 48 résidus qui 
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FIGURE 12-27 Structure par rayons X de la porine OmpF d'£. coli 
(a) Représentation en ruban du monomère. Chaque segment de ce ton- 
neau b antiparallèle à 16 segments est incliné de 45° environ sur l'axe du 
tonneau, Le segment C-terminal se poursuit par son segment N-terminal 
{en bas à droite), formant ainsi une structure pseudocontinue, Toutes les 
porines de structure connue ont les mêmes propriétés structurales. 
[D'après une structure aux rayons X obtenue par Johan Jansonius. PDBid 
1OPF.] (b) Le squelette des C, du trimère vu sous un angle de 30° envi- 
ron depuis son axe de symétrie d'ordre trois montrant le pore à travers 
chaque sous-unité. Les sous-unités sont de couleurs différentes. On peut 
voir à l'interface des sous-unités bleue et verte que les segments des 
feuillets b adjacents sont essentiellement perpendiculaires entre eux. (c) 
Un modèle plein du trimère vu perpendiculairement à son axe d'ordre 
trois (ligne verticale verte). Avec N en bleu, O en rouge, et C en jaune, 
sauf ceux des chaînes latérales des résidus aromatiques, qui sont en 
blanc. Les groupements aromatiques semblent délimiter une bande 
hydrophobe d'environ 25 À de hauteur (cf. l'échelle à droite) qui est 
immergée dans la région non polaire de la membrane externe de la bacté- 
rie (l'extérieur de la cellule étant en haut des représentations a et c), 
Comparer cette bande hydrophobe et celle de la Fig. 12-26b. [Avec la 
permission de Tilman Schirmer et Johan Jansonius, Université de Bâle, 
Suisse, pour les représentations b et c, PDBid IOPF.] 
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FIGURE 12-28 Structure par rayons X de la cyclooxygénase de mou- 
ton montrant sa disposition supposée dans la membrane du réticu- 
lum endoplasmique, L'enzyme homodimérique est vue suivant le plan 
de la membrane (en gris), son axe de symétrie d'ordre deux étant verti- 
cal. Le motif de type EGF dans chaque sous-unité est en vert, le motif de 
liaison à la membrane ainsi que plusieurs de ses chaînes latérales hydro- 
phobes sont en orange, le domaine enzymatique est en bleu, et les ponts 
disulfure en jaune. Plusieurs groupements sont représentés en modèle 
plein : le groupement hème du site actif en rouge, les résidus Arg 120 et 
Tyr 385 impliqués dans le mécanisme (Section 25-7B) en vent et en 
magenta, et un inhibiteur lié à l'enzyme, le flurbiprofène, en jaune. 
[Avec la permission de Michael Garavito, Michigan State University. 
PDBid 1CQE.] 
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ressemble par sa structure au facteur épidermique de croissance 
(EGF; polypeptide hormonal qui stimule la prolifération cellu- 
laire ; Section 19-3) ; un motif central de liaison à la membrane de 
44 résidus : et un domaine enzymatique C-terminal de 484 résidus 
contenant un groupement hème. Le motif de liaison à la membrane 
est constitué de quatre hélices & amphipathiques formant une spi- 
rale de pas à droite, dont les surfaces hydrophobes sont à l’exté- 
rieur du corps de la protéine. Ces résidus non polaires, dont beau- 
coup sont aromatiques, sont flanqués de résidus basiques dont on 
pense qu'ils interagissent électrostatiquement avec les groupe- 
ments de tête des phospholipides de la membrane. 


f. Les protéines intrinsèques partagent des caractéristiques 
structurales 

Comme nous l'avons vu dans la Section 8-4, les forces hydro- 
phobes constituent les interactions dominantes qui stabilisent la 
structure tridimensionnelle des protéines globulaires solubles dans 
l'eau. Cependant, les régions des protéines intrinsèques qui sont 
exposées à la membrane sont immergées dans un environnement 
non polaire: dans ce cas, qu'est-ce-qui stabilise leur structure ? 
D'après notre analyse des protéines intrinsèques discutées ci-des- 
sus, leurs régions exposées à la membrane ont une organisation 
hydrophobe, au contraire de celle des protéines hydrosolubles. 
Leurs résidus exposés à la membrane sont en moyenne plus hydro- 
phobes que leurs résidus internes, même si ces derniers ont des 
hydrophobicités et des densités de compactage comparables à 
celles des protéines hydrosolubles. Il est clair que les structures 
des protéines intrinsèques et des protéines hydrosolubles sont 
toutes deux stabilisées par l'exclusion de leurs résidus internes du 
solvant qui les entoure, bien que celui-ci soit la bicouche lipidique 
dans le cas des protéines intrinsèques. 

Dans les protéines TM étudiées ci-dessus, les segments des élé- 
ments de structure secondaire transmembranaires (hélices pour la 
BR, le PRC et la COX, feuillets B pour les porines) qui contactent 
le cœur hydrocarboné de la bicouche comportent essentiellement 
les résidus hydrophobes Ile, Leu, Val et Phe. Les résidus flan- 
quants, qui se projettent dans l'interface de la bicouche, sont sur- 
tout Phe, Trp et Tyr. Ainsi, les bandes hydrophobes transmembra- 
naires des protéines TM sont bordées de cycles aromatiques de 
chaînes latérales (p. ex. Fig. 12-27c) qui délimitent l'interface eau- 
bicouche. 

Dans chacune des protéines TM que nous avons vues, les élé- 
ments de structure secondaire qui sont adjacents dans la séquence 
le sont aussi dans la structure et ont donc tendance à être antiparal- 
lèles. Cette topologie « haut-bas » relativement simple peut résulter 
des contraintes liées à l'insertion, dans la bicouche lipidique, d'une 
chaîne polypeptidique en repliement (voir Section 12-4B). 


B. Protéines liées aux lipides 


Les lipides et les protéines peuvent s'associer par covalence pour 
former des protéines liées aux lipides, dont les parties lipidiques 
ancrent aux membranes la protéine associée et assurent des inter- 
actions protéine-protéine. Les protéines se lient par covalence à 
trois classes de lipides : (1) des groupements isoprénoïde tels que 
les résidus famésyl et géranyigéranyl, (2) des groupements acyl 
d'acides gras tels que des résidus myristoyl ou palmitoyl. et (3) des 
phospholipides à glycoinositol (GPT). Dans cette sous-section, 
nous étudierons les propriétés de ces protéines liées aux lipides. 


a. Protéines prénylées 

Plusieurs protéines sont liées par covalence à des groupements 
isoprénoïde, principalement les résidus en C,, farnésyl et en C;, 
géranylgéranyl (l'isoprène, hydrocarbure en C<, est l'unité de 
base à partir de laquelle de nombreux lipides, dont le cholestérol 
et les stéroïdes, sont synthétisés ; Section 25-6A). 
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Le site d'isoprénylation (ou simplement prénylation) le plus fré- 
quent dans les protéines est le tétrapeptide C-terminal CaaX, où C 
est une Cys, «a» est souvent un résidu aliphatique, et « X » est 
n'importe quel acide aminé. Cependant, la nature du résidu X est 
un déterminant majeur d'isoprénylation : les protéines sont farné- 
sylées quand X est Gin, Met, ou Ser, et sont géranylgéranylées 
quand X est Leu. Dans les deux cas, le groupement isoprénoïde est 
lié par voie enzymatique à l'atome de soufre du résidu Cys par une 
liaison thioéther. Le tripeptide aaX est ensuite excisé par protéo- 
lyse, et le nouveau groupement carboxylique terminal est estérifié 
par un groupement méthyle (Fig. 12-29). 

Deux autres sites de prénylation ont été caractérisés: (1) la 
séquence C-terminale CXC, dans laquelle les deux résidus Cys sont 
géranylgéranylés et le groupement carboxylique terminal est estéri- 
fié par un groupement méthyle ; et (2) la séquence C-terminale CC 
dans laquelle l'un ou les deux résidus Cys sont géranylgéranylés 
sans qu'il y ait méthylation du groupement carboxyle. Les pro- 
téines ainsi prénylées appartiennent presque exclusivement à la 
famille Rab des petites protéines de liaison du GTP qui intervien- 
nent dans le trafic membranaire intracellulaire (Section 12-4D). 

Quelles fonctions ces prénylations de protéines remplissent- 
elles ? Beaucoup de protéines prénylées sont associées à des mem- 
branes intracellulaires et si l’on bloque par mutation leurs sites de 
Cys-prénylation, on empêche leur localisation membranaire. 
Manifestement le groupement isoprénoïde hydrophobe peut ancrer 
à une membrane la protéine à laquelle il est lié. Toutefois, l’his- 
toire ne s'arrête pas là, car des protéines ayant les mêmes groupe- 
ments isoprénoïde peuvent se trouver sur des membranes intracel- 
lulaires différentes. De plus, si l'on fusionne le motif CaaX d’une 
protéine normalement prénylée à l'extrémité C-terminale d'une 
protéine qui ne l'est pas normalement, on obtient une protéine 
hybride correctement prénylée et méthylée sur son groupement 
carboxylique terminal, mais qui reste cytosolique. Ces observa- 
tions suggèrent que les protéines prénylées peuvent être reconnues 
par des protéines membranaires jouant le rôle de récepteur et donc 
que la prénylation interviendrait aussi dans les interactions pro- 
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FIGURE 12-29 Protéines prénylées. (a) Une protéine famésylée, et (b) 
une protéine géranyigéranylée. Dans les deux cas, la protéine est synthé- 
tisée avec la séquence C-terminale CaaX, où « C » est Cys, « a » est sou- 
vent un acide aminé aliphatique, et « X » est n'importe quel acide aminé. 
Une fois le groupe prényle fixé à la protéine par une liaison thioéther 


téine-protéine. Cette hypothèse est corroborée par le fait que, pour 
certaines protéines impliquées dans la transmission des signaux 
intracellulaires [par exemple, Ras (Section 19-3C) et les protéines 
G (Section 19-2)], la prénylation et la carboxyméthylation aug- 
mentent le degré d'association entre sous-unités impliquées dans 
la transmission du signal. 


b. Protéines acylées par des acides gras 

On connaît deux acides gras qui peuvent être liés par covalence 
à des protéines d’eucaryotes : 

L L'acide myristique, un acide gras saturé en C,, relativement 
rare (Tableau 12-1), qui est lié à une protéine par une liaison amide 
au groupement @-aminé d’un résidu Gly N-terminal. La myristoy- 
lation a lieu presque toujours pendant la traduction de la protéine 
(elle est cotraductionnelle) et cette liaison est stable, c’est-à-dire 
que la demi-vie du groupement myristoyl est identique à celle de 
la protéine à laquelle il est attaché. 

2. L'acide palmitique, acide gras courant saturé en C;,, qui est 
lié à une protéine par une liaison thioester avec un résidu Cys spé- 
cifique. Dans certains cas, la protéine ainsi palmitoylée est aussi 
prénylée. Par exemple, Ras doit être famésylée et carboxyméthy- 
lée comme nous l'avons vu précédemment avant de lier un grou- 
pement palmitoyl sur un résidu Cys situé plusieurs résidus avant 
l'extrémité C-terminale de la protéine. La fixation du groupement 
palmitoyl est post-traductionnelle, elle se fait dans le cytosol et elle 
est réversible. 


On pense que les groupements d'acides gras sont des points 
d'ancrage membranaires pour les protéines, comme le sont les 
erounements isonrénoïde Cependant. le fait one heaucoun de nro- 


avec le résidu Cys, le tripeptide aaX est éliminé par hydrolyse et le nou- 
veau groupement carboxylique terminal est estérifié par un groupement 
méthyle. Quand X est Ala, Met, ou Ser, la protéine est farmésylée et 
quand X est Leu, elle est géranyigéranylée. 


téines aient besoin de résidus d'acides gras spécifiques, suggère 
que ces groupements participent aussi à l'adressage, vers des loca- 
lisations cellulaires particulières, des protéines auxquelles ils sont 
liés. De fait, les protéines porteuses de groupements palmitoyl se 
trouvent presque exclusivement sur le côté cytoplasmique de la 
membrane plasmique, tandis que les protéines myristoylées se 
trouvent dans plusieurs compartiments subcellulaires comme le 
cytosol, le réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi, la mem- 
brane plasmique, et le noyau. Beaucoup de protéines acylées par- 
ticipent à la transmission de signaux intracellulaires par l’intermé- 
diaire d'interactions protéine-protéine, de façon analogue aux 
protéines prénylées. Puisque les affinités membranaires et les acti- 
vités biologiques de nombreuses protéines sont augmentées par 
fixation de groupements palmitoyl, la réversibilité de cette fixation 
peut être impliquée dans le contrôle des mécanismes de signalisa- 
tion intracellulaire. 


c. Les protéines liées au GPI 

Les groupements glycosylphosphatidylinositol (GP1) assurent 
l'arrimage d'une grande variété de protéines au côté externe de la 
membrane plasmique des eucaryotes. n'y a pas de relation évi- 
dente entre les nombreuses protéines ancrées par l'intermédiaire 
du GPI, où l’on trouve des enzymes, des récepteurs, des protéines 
du système immunitaire, et des antigènes de reconnaissance. // 
semble que les groupements GPI remplacent simplement les seg- 
ments transmembranaires des polypeptides pour lier les protéines 
à la membrane plasmique. 

La partie centrale des GPI est formée de phosphatidylinositol 
(Tableau 12-2) lié par une liaison glycosidique à un tétrasaccharide 
linéaire comnosé de trois résidus mannose et d'un résidu elucosa- 
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le) FIGURE 12-30 Structure centrale du GPI, point d'ancrage de cer- 
Il taines protéines. R, et R; symbolisent des résidus d'acides gras dont la 
Protéine —C.. nature varie avec les protéines. Le tétrasaccharide peut présenter diffé- 
NH rents résidus de sucres dont la nature varie aussi avec la protéine. 
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minyl (Fig. 12-30). Le mannose à l'extrémité non réductrice éta- HO H HC —0 —C—R, 
blit une liaison phosphoester avec un résidu phosphoéthanolamine (e) 
qui, à son tour, est lié par une liaison amide au groupement car- I 
boxylique C-terminal de la protéine. Le tétrasaccharide central est H de r —0—CH: 
généralement substitué par des résidus de sucres qui varient avec OH OH 0” 
la nature de la protéine. Il y a également une grande diversité dans 
la nature des acides gras. La synthèse des ancres GPI est étudiée SRE 
dans la Section 23-3B. don una ao 


Les protéines ancrées par le GPI se trouvent à la face externe 
de la membrane plasmique, tout comme les motifs oligosacchari- 
diques des glycoprotéines et pour la même raison (exposée dans la 
Section 12-4C). Les protéines destinées à être ancrées à une mem- 
brane par un groupement GPI sont synthétisées avec des séquences 
C-terminales de 20 à 30 résidus hydrophobes qui traversent la 
membrane (comme décrit dans la Section 12-4B) et qui sont enle- 
vées au moment de l'addition du groupement GPI. En effet, si l'on 
traite la membrane plasmique par des phospholipases (Section 19- 
4B) spécifiques des phosphatidylinositols, on constate que les pro- 
téines liées à un groupement GPI se détachent de la membrane 
plasmique, ce qui démontre que les polypeptides matures ne sont 
pas insérés dans la bicouche lipidique. 


C. Modèle en mosaïque fluide de la structure des 
membranes 


La démonstration de la fluidité des bicouches lipidiques artifi- 
cielles a conduit à penser que les membranes biologiques pou- 
vaient avoir des propriétés semblables. Cette hypothèse fut émise 
en 1972 par S. Jonathan Singer et Garth Nicholson dans leur théo- 
rie unificatrice de la structure des membranes connue sous le nom 
de modèle en mosaïque fluide. Selon cette théorie, les protéines 
intrinsèques ressemblent à des «icebergs» flottants dans une 
«mer » de lipides à deux dimensions (Fig. 12-20) et ces protéines 
diffusent latéralement et librement dans la matrice lipidique, à 
moins que leurs déplacements ne soient gênés par des associations 
avec d'autres constituants cellulaires. 


a. Le modèle en mosaïque fluide a été vérifié 
expérimentalement 
La validité du modèle en mosaïque fluide a été établie de diffé- 
rentes manières. La plus pertinente, peut-être, est une expérience 
faite par Michael Edidin (Fig. 12-31). Des cellules en culture de 
souris ont été fusionnées avec des cellules humaines suite à un trai- 
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appelée hétérocaryon. Les cellules de souris étaient marquées par 
des anticorps spécifiques des protéines de souris auxquels une 
sonde fluorescente verte avait été liée par covalence (immunofluo- 
rescence). Les protéines des cellules humaines étaient marquées de 
même avec une sonde fluorescente rouge. Aussitôt après fusion des 
cellules, les protéines murines et humaines observées par micro- 
scopie en fluorescence, sont confinées chacune dans une des deux 
moitiés de l'hétérocaryon. Cependant, après 40 min à 37 °C, ces 
protéines se sont complètement mélangées. Le processus n'est pas 
ralenti par l'addition de substances inhibitrices du métabolisme ou 
de la biosynthèse protéique, mais il l’est si on abaisse la tempéra- 
ture en dessous de 15 °C. Ces observations montrent que le proces- 
sus de mélange est indépendant, à la fois de l'énergie métabolique 
et de l'insertion dans la membrane de protéines nouvellement syn- 
thétisées. C'est plutôt le résultat de la diffusion de protéines exis- 
tantes à travers la membrane fluide, processus ralenti par abaisse- 
ment de la température. 

En utilisant la technique de photo-blanchiment déjà décrite 
(Fig. 12-15), on a montré que les protéines membranaires diffusent 
latéralement à des vitesses variables. Entre 30 à 90 % de ces pro- 
téines se déplacent librement ; elles diffusent à des vitesses tout 
juste inférieures d'un ordre de grandeur à celles des lipides (beau- 
coup plus petits) si bien qu'il leur faut entre 10 et 60 min pour par- 
courir par diffusion la longueur d'une cellule eucaryote, soit 20 um. 
D'autres protéines diffusent plus lentement, et quelque-unes, en 
raison de liaisons sous-jacentes, sont pratiquement immobiles. 

La répartition des protéines dans les membranes peut être visua- 
lisée par microscopie électronique associée aux techniques de 
cryo-fracture et de cryo-décapage. Dans la technique de cryo- 
fracture, mise au point par Daniel Branton, un échantillon de mem- 
brane est rapidement congelé à une température proche de celle de 
l'azote liquide (—-196 °C). Ainsi, l'échantillon est immobilisé et les 
perturbations occasionnées par les manipulations subséquentes 
sont minimisées. Le spécimen est alors «fracturé » par la lame 


os ER, RS RS DS Sn 2m photon maintes msn eo 26.08, 2. 


1uy LÆLHUIE UE 
souris 


Lente 
umaine 


Virus de Sendai 


| 


\ 


(b) 


(ce) 


FIGURE 12-31 Fusion d'une cellule de souris et d'une cellule 
humaine induite par le virus de Sendai, puis mélange subséquent de 
leurs composés de surface visualisé par immunofluorescence, Les 
antigènes humains et murins sont marqués par des sondes fluorescentes 
respectivement rouge et verte. (a) Le virus de Sendai encapsulé dans une 
membrane se lie aux récepteurs de surface des deux types de cellules 
puis fusionne avec leurs membranes cellulaires. (b) 11 s'ensuit la forma- 
tion d'un pont cytoplasmique entre les deux cellules, qui s'allonge jus- 
qu'à former un hétérocaryon, (c) Après 40 min, les sondes rouge et verte 
sont complètement mélangées. Les microphotographies ont été prises 
avec des filtres qui ne permettent qu'aux lumières rouge ou verte d'im- 
pressionner la pellicule : celle de la Partie b est à double exposition et 
celles de la Partie c concernent la même cellule. [Avec la permission de 
Michael Edidin, The Johns Hopkins University, pour les microphotogra- 
phies en immunofluorescence. | 


la bicouche en deux monocouches (Fig. 12-32). Puisque la mem- 
brane exposée serait elle-même détruite par un faisceau d'élec- 
trons, on forme sa réplique métallique en recouvrant la membrane 
d'un film très fin de carbone, puis en l'ombrant par du platine 
(dépôt par évaporation sous vide très poussé), et en enlevant la 
matière organique par traitement à l'acide. De telles répliques 
métalliques peuvent être observées par microscopie électronique. 
Dans la technique de crvo-décanase. la surface extemme de la mem- 
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FIGURE 12-32 La technique de cryo-fracture. Représentation schéma- 
tique de la coupure d'une membrane par cryo-fracture, montrant l'inté- 
rieur de la bicouche lipidique et les protéines qui y sont enchässées. 
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FIGURE 12-33 La technique de cryo-décapage, La glace qui recouvre 
une membrane après cryo-fracture (en haut) est enlevée partiellement par 


sublimation afin d'exposer la surface externe de la membrane (en bas) 
pour la microscopie électronique. 


brane contiguë à l'aire de clivage mise à nu par la cryo-fracture 
peut être également visualisée en éliminant, par sublimation à 
100 °C. une partie de la elace aui s'est déposée (Fie, 12-33) 
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Des micrographies électroniques, après cryo-décapage, de la 
plupart des membranes biologiques montrent que le côté interne de 
la fracture est garni de particules globulaires insérées, d'un dia- 
mètre compris entre 50 et 85 À (Fig. 12-34), qui semblent répar- 
ties au hasard, Ces particules correspondent aux protéines mem- 
branaires, car un traitement par des protéases avant la cryo-fracture 
les fait disparaître, L'examen par ces techniques de la membrane 
de myéline (pauvre en protéines) et de liposomes (sans protéines) 
montre que les côtés internes de la fracture sont ici lisses, ce qui 
confirme la nature protéique des particules observées précédem- 
ment. Les surfaces externes des membranes ont aussi un aspect 
relativement lisse (Fig. 12-34) car les protéines intrinsèques n'en 
dépassent que très peu. La répartition de protéines individuelles 
externes peut être visualisée par des techniques de coloration, en 
utilisant des anticorps marqués à la ferritine par exemple, ce qui 
donne des micrographies électroniques comparables à celle de la 
Fig. 11-34, 


b. Les lipides et protéines membranaires sont répartis 
asymétriquement 

La répartition des lipides dans les membranes biologiques a été 
établie en utilisant des phospholipases, enzymes qui hydrolysent 
les phospholipides. Les phospholipases ne peuvent pas traverser 
les membranes ; par conséquent, seuls les phospholipides à la sur- 
face de cellules intactes seront hydrolysés. Ces études ont montré 
que, dans les membranes hiologiques, la répartition des lipides 
entre les feuillets de la bicouche est asymétrique, comme celle des 
protéines, (ex. Fig. 12-35), Rappelons que les glucides (Section 
11-3C) ne se trouvent pratiquement que sur le côté externe des 
membranes plasmiques. 

Dans les membranes plasmiques, les lipides et les protéines 
peuvent aussi s'organiser dans le sens latéral. Ainsi, dans la plu- 
part des cellules, on distingue au sein de ces membranes deux 
domaines ou plus, doués de fonctions différentes. Par exemple, les 
membranes plasmiques des cellules épithéliales (cellules qui déli- 
mitent les cavités et surfaces libres du corps) possèdent un 
domaine apical, qui fait face à la lumière de la cavité et exerce 
souvent une fonction spécialisée (p. ex. l'absorption des nutri- 
ments pour les cellules de la bordure en brosse de l'intestin), et un 
domaine baso-latéral, qui recouvre le reste de la cellule. Ces deux 
domaines, qui ne se mêlent pas, diffèrent quant à leur composition 
lipidique et protéique. 
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FIGURE 12-34 Micrographie électronique après cryo-décapage 
d'une membrane plasmique d'érythrocyte humain. Le côté interne de 
la membrane est constellé de particules globulaires qui sont des protéines 
intrinsèques (voir Fig. 12-32). Le côté exteme de la membrane apparaît 
plus lisse que le côté interne car les protéines ne se projettent pas telle- 
ment au-delà de la surface de la membrane externe, [Avec la permission 
de Vincent Marchesi, Yale University.] 


D'après une série de mesures, les centaines de variétés de 
lipides et de protéines que l’on trouve dans un domaine membra- 
naire ne sont pas mélangées uniformément, mais au contraire sont 
souvent séparées pour former des microdomaines ne contenant 
que certains types de lipides et de protéines, et ceci pour plusieurs 
raisons : 


1. Certaines protéines intrinsèques s'associent pour former des 
agrégats ou des plages dans la membrane (p. ex. la BR), qui à leur 
tour se lient préférentiellement à certains lipides. Par ailleurs, des 
protéines intrinsèques doivent leur localisation au fait de leur la 
liaison à des éléments du cytosquelette (lequel sous-tend la mem- 
brane plasmique ; Section 1-2A) ou sont piégées dans les espaces 
délimités par les « clôtures » qui en résultent. 

2. Les protéines intrinsèques peuvent interagir spécifiquement 
avec certains lipides. Par exemple, lorsque la longueur de la bande 
TM hydrophobe d'une protéine intrinsèque ne correspond pas à 
l'épaisseur moyenne d'une bicouche lipidique, on peut voir s'ac- 
cumuler sélectivement autour de la protéine un anneau de 10 à 20 
couches de phospholipides particuliers. 


FIGURE 12-35 La distribution asymétrique des 
phospholipides dans la membrane de l'érythro- 
cyte humain. Le contenu en phospholipides est 
exprimés en mol %. [D'après Rothman, JE. and 


3. Des ions métalliques divalents, surtout le Ca?*, se lient 
sélectivement à des groupements de tête chargés négativement, 
comme ceux de la phosphatidylsérine, ce qui provoque l'agré- 
gation de ces phospholipides dans la membrane. On sait que 
de telles séparations de phase induites par ions métalliques 
contrôlent l'activité de certaines enzymes liées aux mem- 
branes. 


4, Les glycosphingolipides (qu'on ne trouve que dans le 
feuillet externe de la membrane plasmique) et le cholestérol 
s'associent étroitement pour former des radeaux mobiles et 
des indentations en forme de bouteille d'environ 75 nm de dia- 
mètre appelées caveolae (en latin, petites cavernes), qui retien- 
nent préférentiellement des protéines spécifiques. En tant que 
tels, les glycosphingolipides ne forment pas de bicouches car 
leurs volumineux groupements de tête empêchent l'empaque- 
tage serré de leurs queues hydrophobes largement saturées. À 
l'inverse, si le cholestérol ne forme pas non plus de bicouche, 
c'est en raison de la trop petite taille de son groupement de 
tête. Il semble donc que, dans ces microdomaines, les glycos- 
phingolipides s'associent latéralement par interactions faibles 
entre leurs groupements de tête glucidiques, les vides entre 
leurs queues étant occupés par du cholestérol. Les radeaux et 
caveolae sphingolipides-cholestérol ne sont pas solubilisables à 
4 °C par des détergents non chargés comme le Triton X-100 
(Fig. 12-19). Un tel traitement donne des complexes inso- 
lubles dans les détergents et enrichis en glycolipides (DIG). 
La faible densité de ces complexes permet leur isolement par 
ultracentrifugation en gradient de densité de saccharose (Sec- 
tion 6-5B), et ainsi l'identification des protéines qui leur sont 
associées. Beaucoup de protéines qui participent à la signali- 
sation transmembranaire (Chap. 19), y compris les protéines 
liées au GPI, se trouvent préférentiellement dans les DIG. Les 
caveolae, genre de radeaux auxquels sont associées une ou plu- 
sieurs protéines homologues appelées cavéolines, sont de 
même enrichies en protéines impliquées dans la signalisation. 


Il convient de noter que tous ces agrégats sont des structures très 
dynamiques qui échangent rapidement leurs protéines et leurs 
lipides avec la membrane environnante, en raison du caractère 
faible et transitoire des interactions entre les constituants de la 
membrane, 


D. Membrane de l’érythrocyte 


La simplicité de la membrane de l'érythrocyte, sa disponibilité, et 
son isolement facile, expliquent que ce soit la membrane biolo- 
gique la plus étudiée et la mieux comprise, Elle constitue donc un 
modèle pour les membranes plus complexes d’autres cellules. Un 
érythrocyte de mammifère mature est dépourvu d'organites et 
n'assure que quelques voies métaboliques ; c'est essentiellement 
un sac membraneux rempli d'hémoglobine. Les membranes d'éry- 
throcytes peuvent donc être obtenues par lyse osmotique, ce qui 
provoque la sortie du contenu de la cellule, Les particules mem- 
branaires résultantes sont appelées des fantômes (ghosts) d'éry- 
throcytes, car si on les replace dans des conditions physiologiques, 
elles se ressoudent pour former des particules incolores qui 
reprennent leur forme originale, De fait, si l’on transfère des « fan- 


tômes » ainsi rescellés dans un autre milieu, leur contenu pourra 
Lens AL... 6 Lan Lo anletinn aviamme 


Section 12-3. Membranes biologiques 407 


a. Les membranes des érythrocytes contiennent plusieurs 
protéines 

La membrane de l'érythrocyte a la composition plus ou moins 
typique d'une membrane plasmique, avec environ 50% de pro- 
téines, un peu moins de lipides, le reste étant des glucides (Tableau 
12-4). Ses protéines peuvent être séparées par électrophorèse en 
gel de polyacrylamide-SDS (Section 6-4C) après solubilisation 
préalable de la membrane dans une solution de SDS 1 %, L'élec- 
trophorégramme obtenu pour la membrane de l'érythrocyte 
humain montre plusieurs bandes majeures et mineures après colo- 
ration au bleu de Coomassie brillant (Fig. 12-36). Si, au lieu de 
traiter l'électrophorégramme par le bleu de Coomassie, on le traite 
par l'acide périodique-réactif de Schiff (PAS) qui colore les glu- 
cides, quatre bandes, appelées « bandes PAS », sont mises en évi- 
dence. Les polypeptides correspondants aux bandes 1, 2, 4,1, 4,2, 
5, et 6 sont facilement extraits de la membrane en modifiant le pH 
ou la force ionique et sont par conséquent des protéines extrin- 
sèques. Ces protéines sont localisées sur la face interne de la mem- 
brane car elles ne sont pas modifiées après incubation d'érythro- 
cytes ou de « fantômes » scellés avec des enzymes protéolytiques 
ou des réactifs de protéines qui ne traversent pas la membrane. 
Toutefois, ces protéines sont altérées si des fantômes « poreux » 
sont soumis à ces traitements. 

Par contre, les bandes 3, 7, et les quatre bandes PAS sont des 
protéines intrinsèques qui ne peuvent être détachées de la mem- 
brane qu'après extraction par des détergents ou des solvants orga- 
niques. Parmi elles, la bande 3 et les bandes PAS 1 et 2 corres- 
pondent à des protéines TM, comme le montrent leurs différences 
de marquage quand on traite des cellules intactes avec des réactifs 
marqueurs de protéine ne traversant pas les membranes et quand 
ces mêmes réactifs sont introduits dans le milieu intérieur de « fan- 
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FIGURE 12-36 Electrophorégramme en gel de polyacrylamide-SDS 
des protéines de la membrane d'érythrocytes humains, colorées au 
bleu de Coomassie brillant, Les bandes désignées par 4,1 et 4,2 ne se 
séparent pas à la concentration en SDS (1 %) utilisée. Les bandes 
mineures ne sont pas indiquées pour plus de clarté. Les positions des 
quatre sialoglycoprotéines comme on les révélerait par coloration au PAS 
sont indiquées. {Avec la permission de Vincent Marchesi, Yale Univer- 
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tômes » scellés. La bande PAS 1 correspond à un dimère de gly- 
cophorine À, résultant de l'association (qui résiste au SDS) des 
hélices TM des chaînes polypeptidiques (Fig. 12-21); ce dimère 
est la forme native de la protéine. La bande PAS 2 correspond à 
son monomère. 

Le transport du CO, par le sang (Section 10-1C) implique 
que la membrane de l'érythrocyte soit perméable à HCO”, et à 
CT (pour que l'électroneutralité soit maintenue, chaque entrée 
d'un HCO; doit être compensée par la sortie d'un CI ou d'un 
autre anion; Section 10-1C). Le transport rapide de ces anions, 
et d'autres, à travers la membrane de l'érythrocyte est sous la 
dépendance d'un canal à anions spécifique dont il y a environ 
| million par cellule (soit > 30% des protéines membranaires). 
La protéine de la bande 3 (929 résidus et 5 à 8% de glucides) 
réagit spécifiquement avec des réactifs marqueurs de protéines 
anioniques, ce qui bloque le canal à anions, indiquant ainsi que 
ce canal est formé par la protéine de la bande 3. De plus, des 
études par réactions croisées avec des réactifs bifonctionnels 
(Section 8-5C) ont montré que le canal à anions est au moins 
un dimère. L'hémoglobine et les enzymes glycolytiques (qui 
métabolisent le glucose) aldolase, phosphofructokinase (PFK), 
et la protéine de la bande 6 glycéraldéhyde-3-phosphate déshy- 
drogénase (GAPDH ; Section 17-2F) se lient toutes spécifique- 
ment et réversiblement à la protéine de la bande 3 sur la face 
cytoplasmique de la membrane. La signification fonctionnelle de 
cette observation est inconnue. 


b. Le cytosquelette de l’érythrocyte est responsable de sa 
forme et de sa souplesse 

La forme en disque biconcave de l’érythrocyte normal (Fig. 7- 
18a) assure une diffusion rapide de l'O, vers les molécules d'hé- 
moglobine car celles-ci se trouvent à moins d’un um de la surface 
cellulaire. Cependant, les régions au bord et dans la concavité de 
l'érythrocyte n’occupent pas de positions fixes à la surface de la 
membrane cellulaire, Par exemple, si l'on fixe un érythrocyte à une 
lame de microscope par une toute petite partie de sa surface et que 
l'on fait se déplacer la cellule latéralement avec un faible courant 
de tampon isotonique, on constate qu'un point qui se trouvait, au 
départ, au bord de l'érythrocyte, traverse la concavité pour se 
retrouver du côté opposé à son point de départ. Manifestement, la 
membrane roule autour de la cellule tout en maintenant sa forme, 
un peu à la manière de la chenille d'un tracteur. Cette propriété 
mécanique remarquable de la membrane de l’érythrocyte est due à 
la présence d'un réseau sous-jacent de protéines qui fonctionne 
comme un « squelette » de membrane, ce qu'on appelle le cytos- 
quelette. Cette propriété est en partie reproduite par un modèle 
mécanique : une sphère géodésique (une cage sphéroïde) qui s'ar- 
ticule librement aux intersections de ses traverses, mais qui ne peut 
s'affaisser complètement. Lorsqu'on place cette cage dans un sac 
en plastique dans lequel on a fait le vide, la cage prend aussi une 
forme en disque biconcave. 

La fluidité et la souplesse conférées à l'érythrocyte par son 
cytosquelette ont d'importantes conséquences physiologiques. Un 
amas de particules solides de taille et de concentration égales à 
celles des globules rouges du sang a des caractéristiques de flux 
proches de celles du sable. Par conséquent, afin que le sang puisse 
couler, non seulement ses érythrocytes doivent se glisser en pas- 
eant dance lee ranillairee d'un diamètre infénenr an laur maie lac 


membranes érythrocytaires, avec leur cytosquelette, doivent être 
souples et facilement déformables. 

La protéine spectrine, appelée ainsi car elle a été découverte 
dans les fantômes d’érythrocytes, représente environ 75% du 
cytosquelette de l’érythrocyte. Elle est formée de deux chaînes 
polypeptidiques semblables, la bande 1 (sous-unité &; 2418 rési- 
dus) et la bande 2 (sous-unité B; 2137 résidus), et l'analyse des 
séquences a montré que chaque chaîne est formée de segments 
répétitifs de 106 résidus qui doivent se replier en hélice & triple à 
axe spiralé (Fig. 12-37a et b). Par microscopie électronique, on a 
pu établir que ces longs polypeptides s'entrelacent lâchement pour 
former un dimère «8 en forme de ver long d'environ 1000 À (Fig. 
12-37c). Ces deux hétérodimères s'associent ensuite tête à tête 
pour donner un hétérotétramère (af). Ces tétramères, environ 
100 000 par cellule, forment des liaisons croisées aux deux extré- 
mités par attachement aux protéines des bandes 4,1 et 5, ce qui 
constitue un réseau protéique dense et irrégulier qui sous-tend la 
membrane plasmique de l'érythrocyte (Fig. 12-37c et d). La bande 
5, une protéine globulaire qui forme des oligomères filamenteux, 
a été identifiée à de l’actine, un élément du cytosquelette courant 
dans d’autres cellules (Section 1-2A) et un constituant majeur du 
muscle (Section 35-3A). La spectrine s'associe aussi à la protéine 


FIGURE 12-37 (Page opposée). Le cytosquelette de l'érythrocyte 
humain. (a) Structure du dimère ab de la spectrine. Ces deux polypep- 
tides antiparallèles contiennent de multiples unités répétitives de 106 rési- 
dus, qui forment sans doute des faisceaux de triple hélice reliés par des 
segments non hélicoïdaux. Deux de ces hétérodimères s'unissent, tête à 
tête, pour former un hétérotétramère (ab). [D'après Speicher, D.W. and 
Marchesi, V., Nature 311, 177 (1984).] (b) Structure par rayons X de 
deux unités répétitives consécutives de spectrine a de cerveau de poulet. 
Chacune ces unités répétitives de 106 résidus est constituée d'un faisceau 
bas-haut-bas en triple hélice dans lequel l'hélice C-terminale de la pre- 
mière unité (R16, en rouge) est en continuité, par l'intermédiaire d'un 
bras hélicoïdal de 5 résidus (en vert), avec l'hélice N-terminale de la 
deuxième unité répétitive (R17, en bleu), Dans chaque faisceau en triple 
hélice, les hélices s'enroulent l'une autour de l’autre en superhélice de 
pas à gauche, stabilisée de manière hydrophobe par la présence de rési- 
dus non polaires occupant les positions a et d des répétitions heptamé- 
riques dans les trois hélices a (Fig. 8-27). Malgré la rigidité qu'on atten- 
drait de la part d'hélices a, la spectrine semble se comporter comme une 
molécule vermiculée flexible. [Avec la permission d'Alfonso Mondragon, 
Northwestern University. PDBid ICUN.] fc) Micrographie électronique 
du cytosquelente érythrocytaire étiré pour couvrir une surface 9 à 10 fois 
supérieure à celle de la membrane native. Par ce procédé d'extension, on 
peut obtenir des images claires du cytosquelette alors qu'à l'état natif, il 
est tellement compacté et irrégulier qu'il est difficile de reconnaître des 
molécules individuelles et de s'assurer de la manière dont elles sont 
reliées. Noter le réseau hexagonal prédominant constitué de tétramères de 

inc reliés par des jonctions contenant de l'actine et la protéine de la 
bande 4,1, [Avec la permission de Daniel Branton, Harvard University.] 
(d) Un modèle du cytosquelette de l'érythrocyte. Le complexe de jonc- 
tion, agrandi dans ce dessin, contient de l'actine, de la tropomyosine 
(qui, dans le muscle, s'associe aussi à l'actine ; Section 35-3A), et la pro- 
téine de La bande 4,1, ainsi que l'adducine, la dématine, et la tropomo- 
duline (non montrées). [D'après Goodman, S.R., Krebs, K.E., Whitfeld, 
CE, Riederer, B.M., and Zagen, LS., CRC Crit. Rev. Biochem. 23, 196 
(198K) ! 
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FIGURE 12-38 Structure par rayons X du régulateur transcription 
nel IkBa. Cette protéine de 236 résidus est constituée presqu'entièrement 
de six unités ankyrine successives d'environ 33 résidus, dont chacune 
contient un segment b, suivi de deux hélices a, et enfin d'un segment b, 
pour former une superhélice à un tour, de pas à droite. Les unités anky- 
nne sont reliées par un coude en épingle à cheveux qui unit le segment b 
C-terminal d'une unité au segment b N-terminal de l'unité suivante. On 
pense que la structure du segment N-terminal de l’ankyrine, qui comporte 
24 unités ankyrine successives, ressemble à une version quatre fois plus 
grande d'IkBa. {Structure par rayons X due à Gourisankar Ghosh, Uni- 
versity of California at San Diego. PDBid 1IKN.] 


de la bande 2,1, un monomère de 1880 résidus appelé ankyrine, 
qui, à son tour, se lie à la protéine de la bande 3, la protéine du 
canal à anions. Cette association arrime le cytosquelette à la mem- 
brane. De fait, après solubilisation de la spectrine et de l'actine 
avec des solutions de faible force ionique, les fantômes d'érythro- 
cyte perdent leur forme biconcave et leurs protéines intrinsèques, 
qui occupent normalement des positions stables dans le plan de la 
membrane, peuvent diffuser latéralement. 

Le segment N-terminal de l’ankyrine est formé presque entiè- 
rement de 24 unités répétitives en tandem de 33 résidus environ, 
les répétitions ankyrine, que l'on retrouve dans plusieurs autres 
protéines (Fig. 12-38). Chaque répétition ankyrine est constituée 
d'un segment B, de deux hélices &, et d’un deuxième segment B, 
tous séparés par de courtes boucles, ce qui forme un tour d’une 
superhélice de pas à droite. Les segments B de cet assemblage sont 
disposés en un feuillet B antiparallèle étendu et quasi plat qui, avec 
la plate-forme voisine des hélices & parallèles, constitue une sur- 
face concave allongée que l'on considère comme offrant des sites 
de liaicon nour diverces nrotéines intrinçènues Par dec technianec 


immunochimiques, on a identifié des protéines voisines de la spec- 
trine, de l'ankyrine et de la bande 4,1 dans le cytosquelette de plu- 
sieurs tissus. 


c. La sphérocytose et l’elliptocytose héréditaires sont dues 
à des anomalies du cytosquelette des érythrocytes 
Les individus atteints de sphérocytose héréditaire ont des éry- 
throcytes sphéroïdes relativement fragiles et rigides. Ces individus 
souffrent d'anémie hémolytique car leur rate, un organe labyrin- 


ahique dont les passages étroits retiennent normalement les éry- 


throcytes âgés (qui ont perdu leur souplesse à la fin de leur vie, de 


T'ordre de 120 jours), enlève prématurément les érythrocytes sphé- 


rocytaires, On peut diminuer cette anémie hémolytique par une 
splénectomie. Cependant, les anomalies principales à l’origine des 
cellules sphérocytaires sont une synthèse diminuée de spectrine, 
ou la production d'une spectrine anormale d'affinité réduite pour 
la protéine de la bande 4,1, ou encore l'absence de la protéine de 
la bande 4,1. 

L'elliptocytose héréditaire (les globules rouges sont allongés 
ou en forme d'ellipse : on parle aussi d'ovalcytose héréditaire), 
maladie courante dans certaines régions du Sud-Est asiatique et en 
Mélanésie, confère la résistance à la malaria aux hétérozygotes 
(mais est apparemment létale chez les homozygotes). Cette mala- 
die provient d'anomalies dans le canal à anions des érythrocytes. 
Une anomalie courante est la délétion de 9 résidus qui se traduit 
par l'inactivation de cette protéine TM. La diminution de la capa- 
cité d'importer des ions sulfate et phosphate qui s'ensuit pourrait 
inhiber la croissance intraérythrocytaire des parasites qui causent 
la malaria. 


Le chameau, le célèbre « vaisseau du désert », offre un exemple frappant 
d'adaptation qui implique la membrane de l'érythrocyte. Cet animal 
remarquable est encore actif après avoir perdu 30% de son poids en eau 
et, quand il est ainsi déshydraté, il peut boire suffisamment d'eau en 
quelques minutes pour se réhydrater complètement. L'absorption rapide 
d'une telle quantité d'eau par le sang, qui doit la transporter aux tissus. 
lyserait les érythrocytes de la plupart des animaux. Cependant, les éry- 
throcytes de chameau, qui sont en forme d'ellipsoïdes aplatis plutôt que de 
disques biconcaves, sont résistants à la lyse osmotique. La spectrine de 
chameau est liée à la membrane de l'érythrocyte avec une très forte affi- 
nité, mais si l'on enlève la spectrine, ce qui nécessite un agent dénaturant 
puissant comme le chlorure de guanidinium, les érythrocytes de chameau 
prennent une forme sphérique. 


E. Groupes sanguins 


Les surfaces externes des érythrocytes et d'autres cellules d'euca- 
ryotes sont tapissées de glucides complexes qui sont des consti- 
tuants des glycoprotéines et des glycolipides de la membrane plas- 
mique. [ls forment un revêtement cellulaire épais assez mal défini, 
la glycocalyx (Fig. 12-39), contenant de nombreux marqueurs 
d'identité qui jouent un rôle dans divers processus de reconnais- 
sance. L'érythrocyte humain possède quelque 100 déterminants 
de groupes sanguins connus qui englobent 15 systèmes de 
groupes sanguins distincts génétiquement. Deux de ceux-ci seule- 
ment — le système des groupes sanguins ABO (découvert en 
1900 par Karl Landsteiner) et le système des groupes sanguins 
rhesus (Rh) — ont une importance clinique majeure. Les diffé- 
rents groupes sanguins sont identifiés au moyen d'anticorps appro- 


prés ou par des lectines de plante enécifionee 


FIGURE 12-39 La giycocalyx de l'érythrocyte vue en microscopie 
électronique après coloration spéciale. Son épaisseur peut atteindre 
1400 À et elle est composée de filaments oligosaccharidiques de 12 à 25 
À de diamètre associés étroitement entre eux ainsi qu'à des protéines et 
lipides membranaires, {Avec la permission de Harrison Latta, UCLA.] 


a. Les antigènes des groupes sanguins ABO sont des 
glucides 

Le système ABO comprend trois antigènes de groupe sanguin, 
les antigènes À, B, et H, qui sont des constituants de sphingogly- 
colipides de surface des érythrocytes. [Les antigènes sont des 
constellations de groupements chimiques caractéristiques qui pro- 
voquent la production d'anticorps spécifiques quand on les injecte 
à un animal (Section 35-2A). Chaque molécule d'anticorps peut se 
lier spécifiquement à au moins deux molécules de ses antigènes 
correspondants, formant ainsi une liaison croisée.] Les individus 
qui ont des cellules de type A ont des antigènes A à la surface de 
leurs cellules et leur sérum transporte des anticorps anti-B ; ceux 
qui ont des cellules de type B, qui portent des antigènes B, ont des 
anticorps anti-A ; ceux qui ont des cellules de type AB, qui portent 
à la fois les antigènes A et B, ne possèdent ni les anticorps anti-A 
ni les anticorps anti-B ; et les individus de type O, dont les cellules 
ne portent aucun antigène, ont les anticorps anti-A et anti-B. Par 
conséquent, la transfusion d'un sang de type À à un individu de 
type B, par exemple, provoquera une réaction entre anticorps anti- 
À et antigènes À, ce qui va agglutiner les érythrocytes transfusés, 
et causer un blocage souvent fatal des vaisseaux sanguins. L'anti- 
gène H sera étudié ci-dessous. 

Les antigènes des groupes ABO ne sont pas confinés aux érythro- 
cytes car on les trouve aussi sur les membranes plasmiques de nom- 
breux tissus sous forme de glycolipides d'une grande diversité. En 
réalité, chez 80 % des individus (ces sujets sont dits « sécréteurs »), 
ces antigènes sont sécrétés sous forme de composés liés par liaison 
O-glycosidique à des glycoprotéines dans différents liquides corpo- 
rels dont la salive, le lait, le liquide séminal, le suc gastrique, et 
l'urine. Ces molécules variées, qui ont 85 % en poids de glucides et 
des masses moléculaires de l'ordre de milliers de kD, sont des oligo- 
saccharides multiples liés à une chaîne polypeptidique. 

Les antigènes À, B, et H ne diffèrent que par les résidus de 
sucre à leurs extrémités non réductrices (Tableau 12-5). On trouve 
l'antigène H chez les personnes de type O ; c'est aussi l'oligosac- 
charide précurseur des antigènes A et B. Les personnes de type A 
ont une glycosyltransférase de 303 résidus qui ajoute spécifique- 
ment un résidu N-acétylgalactosamine à l'extrémité de l'antigène 
H, tandis que chez les personnes de type B, cette enzyme, qui dif- 
fère par quatre résidus d'acide aminé de l’enzyme des personnes 
de type À, ajoute à la place un résidu galactose. Chez les personnes 
de type O, cette enzyme est inactive car sa synthèse s'arrête après 
son résidu n° 115. 

Les différents groupes sanguins confèrent-ils quelque avantage 
ou dégavantace hiologiane ? D'anrès des étndes énidémiolociones 
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les sujets de type A et de type B sont moins susceptibles de 
contracter le choléra que les sujets de type O, les sujets de type AB 
— et ils sont plus rares — sont très résistants à cette maladie mor- 
telle, 11 semble que les oligosaccharides de type A et B bloquent 
un récepteur pour la bactérie responsable, Vibrio cholera (Section 
19-2C). De plus, on note chez les individus de type O, en particu- 
lier les «non-sécréteurs», une incidence élevée d'ulcères pep- 
tiques (ulcères d'estomac). Cependant, les individus de type À 
montrent une incidence plus élevée de cancer gastrique, de mala- 
dies cardiaques, et d'anémie pernicieuse (Section 25-2E). 


F. Jonctions communicantes (gap junctions) 


La plupart des cellules eucaryotes se trouvent en contact avec des 
cellules voisines, tant métaboliquement que physiquement. Ce 
contact est assuré par des particules tubulaires appelées jonctions 
communicantes, qui réunissent des zones bien délimitées de 
membranes plasmiques voisines un peu à la manière de rivets 
creux (Fig. 12-40). En fait, ces canaux intercellulaires sont si 
répandus que de nombreux organes forment ainsi un continuum. 
Ces jonctions sont donc des canaux de communication intercellu- 
laire importants. Par exemple, la contraction synchronisée du 
muscle cardiaque est provoquée par des flux d'ions qui passent par 
des jonctions communicantes (le muscle cardiaque n'est pas 
innervé comme les muscles squelettiques). Pareillement, les jonc- 
tions communicantes servent de conduits pour quelques-unes des 
substances qui régulent le développement embryonnaire : si l’on 
bloque ces jonctions par des anticorps dirigés contre elles. il s'en- 
suit des anomalies dans le développement d'espèces aussi diffé- 
rentes que l’hydre, la grenouille, et la souris. Les jonctions com- 
municantes apportent également des nutriments à des cellules 
éloignées du courant sanguin, comme celles des os et du cristallin. 
Il n'est donc pas surprenant que, chez les humains, des anomalies 
des jonctions communicantes sont associées à plusieurs maladies 
neurodégénératives et à des troubles du développement du système 
cardiovasculaire. 

Les jonctions communicantes sont constituées d'un seul type 
de sous-unité protéique, la connexine. Une jonction communi- 
cante est formée de deux cylindres hexagonaux contigus de 
connexines, les connexons, chacun appartenant à l'une des deux 


TABLEAU 12-5 Structure des déterminants antigéniques À, B, 
et H dans les érythrocytes 


Type Antigène 
H GalB(1—4)GIkNAc --: 
1,2 
L-Fucar 
A GalNAcat + 3)GalB(1—+4)GIeNAc --. 
1,2 
L-Fuca 
B Gala(1—+ 3)Galp(1—4)GIeNAc --- 
té 
L-Fuca 


Abréviations : Gal = galactose, GalNAc = N-acétylgalactosamine, GleNAc = 
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membranes plasmiques adjacentes (Fig. 12-40). Chez une espèce 
animale donnée, on trouve de nombreuses connexines génétique- 
ment distinctes, par exemple 13 connexines différentes chez la 
souris avec des masses moléculaires allant de 25 à 50 kD. De nom- 
breux types cellulaires expriment chacun simultanément plusieurs 
connexines différentes, et dans ce cas on a démontré que certains 
connexons comportent deux espèces de connexines, au moins. De 
plus, une jonction communicante donnée peut être constituée de 
deux types de connexons différents. Toutes ces différences influen- 
cent sans doute la sélectivité des jonctions pour les substances aux- 
quelles elles livrent passage. 

Les canaux des jonctions communicantes de mammifères ont 
un diamètre compris entre 16 et 20 À, ce qu'a démontré Werner 
Loewenstein en micro-injectant dans des cellules individuelles des 
molécules fluorescentes de différentes tailles, puis en suivant, en 
microscopie à fluorescence, le passage éventuel de la sonde fluo- 
rescente dans les cellules voisines. Les molécules et les ions qui 
passent librement entre cellules voisines n'ont pas une masse 
moléculaire supérieure à 1000 D environ: les macromolécules 
telles que les protéines et les acides nucléiques ne peuvent sortir 
d'une cellule par cette voie, 

Le diamètre du canal d’une jonction communicante varie avec 
la concentration en Ca}*: les canaux sont ouverts au maximum 
quand la concentration en Ca** est <1077M et ils rétrécissent quand 
la concentration en Ca** augmente, pour se fermer si cette concen- 
tration est > 5 x 10-°M. On pense que ce système de fermeture per- 
met de protéger l'ensemble des cellules interconnectées contre les 
détériorations catastrophiques provoquées par la mort de ne füt-ce 
que d’une d'entre elles. En général, les cellules maintiennent des 
concentrations en Ca?* très basses dans le cytosol (< 1077M) en 
pompant activement le Ca®* hors de la cellule et en le séquestrant 
dans leurs mitochondries et leur réticulum endoplasmique (Section 
20-3B: le Ca” est un messager intracellulaire important dont la 
concentration intracytosolique est régulée avec précision). Les ions 
Ca* rentrent dans des cellules qui « fuient » ou dont le métabo- 
lisme est affaibli, ce qui provoque la fermeture de leurs jonctions 
communicantes et les isole de leurs voisines. 


a. Les connexines contiennent des faisceaux 
transmembranaires de 4 hélices 
Les jonctions communicantes s'associent spontanément in vivo 
pour former des plaques membraneuses de particules ordonnées 


Cytoplasme 


FIGURE 12-40 Modèle d'une jonction com- 
municante. Les jonctions communicantes entre 
cellules adjacentes sant formées de deux 
cylindres hexagonaux insérés dans les mem- 
branes plasmiques des deux cellules, formant 
ainsi un canal intercellulaire. Les petites molé- 
cules et Les ions, mais pas les macromolécules, 
peuvent ainsi passer entre les cellules par l'in- 
termédiaire du canal central de ces jonctions. 


Protéines, 
.+* acides 
. nucléiques 


permis à Mark Yeager de déterminer la structure d’une jonction 
communicante cardiaque recombinante par cristallographie élec- 
tronique comme cela avait été fait pour la bactériorhodopsine (Sec- 
tion 12-3A), Cette structure (Fig. 12-41), dont la résolution est de 
7,5 À dans le plan de la membrane et de 21 À perpendiculairement 
à celle-ci, montre une particule de symétrie D,, un diamètre de -70 
À et une longueur de -150 À qui délimite un canal central dont le 
diamètre varie de -40 À à l'entrée à -15 À à l'intérieur. Les por- 
tions TM de la jonction communicante présentent chacune 24 tiges 


FIGURE 12-41 Structure par cristallographie électronique d'une 
jonction communicante cardiaque. La densité électronique, à deux 
niveaux différents, est représentée par les contours pleins ou en treillis 
(couleur orr. Les boîtes en blanc mdooquent la postion dans les mern- 


(a) (b) 


FIGURE 12-42 Structure par rayons X de l’a-hémolysine, Vues (a) 
dans l’axe d'ordre 7 du pore transmembranaire heptamérique et (b) per- 
pendiculaire à cet axe. Chaque sous-unité a une couleur différente. (c) Le 
monomère avec ses trois domaines en couleurs différentes. [Avec la per- 
mission d'Eric Gouaux, Columbia University. PDBid 7AHL.] 


opaques aux électrons, de symétrie hexagonale, et qui se projettent 
perpendiculairement au plan de la membrane. Ceci est conforme 
aux conclusions tirées de graphes d'hydropathie comme celui de 
la Fig. 12-22, selon lesquelles chaque connexine contient quatre 
hélices TM conservées. Puisque les extrémités N- et C-terminales 
des connexines sont toutes deux situées du côté cytoplasmique de 
la membrane plasmique, il est clair que la portion TM d'une 
connexine correspond à un faisceau de quatre hélices « haut-bas- 
haut-bas ». 


G. Protéines formant des canaux 


De nombreuses toxines bactériennes, appelées toxines formant 
des canaux (CFT), sont synthétisées en tant que monomères 
hydrosolubles qui, en interagissant avec leur membrane cible par 
le biais d'un récepteur protéique spécifique, s'insèrent spontané- 
ment dans la membrane sous forme d'un pore TM. Suite à ce pro- 
cessus, qui souvent requiert l'oligomérisation de la toxine, la cel- 
lule cible perd des petits ions et molécules et meurt par 
déséquilibre osmotique, La formation d'un seul de ces pores de 
type CFT peut suffire à tuer une cellule. 

Une des CFT les mieux caractérisées est l'a-hémolysine de 
Staphylococcus aureus, agent pathogène pour l'homme. Cette 
toxine, sécrétée en tant que monomère hydrosoluble de 293 rési- 
dus, s'insère spontanément sous forme de pores heptamériques 
dans les membranes des érythrocytes et de plusieurs autres types 
de cellules. Bien que le monomère d'œ&-hémolysine soit soluble 
dans l’eau et ne contienne apparemment pas de segments hvdro- 
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dans la mesure où sa libération de la membrane résiste au traite- 
ment par de fortes concentrations en sels, pH acide, ou agents 
chaotropiques, et requiert l'usage de détergents. 

La structure par rayons X de l'œ-hémolysine déterminée par 
Eric Gouaux après solubilisation aux détergents montre un com- 
plexe heptamérique en forme de champignon de 100 À de haut et 
100 À de diamètre (Fig. 12-42a et b). Le pore TM est formé d’un 
canal rempli de solvant de 14 à 46 À de diamètre aui varcourt l'axe 
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TM de la protéine, est un tonneau B antiparallèle de type porine à 
14 segments, de 52 À de haut et 26 À de diamètre, formé de sept 
feuillets B antiparallèles à 2 segments, un provenant de chaque 
sous-unité (Fig. 12-42b). Le reste de chaque sous-unité comporte 
un domaine en sandwich B et un domaine périphérique qui, 
ensemble, forment un ellipsoïde de 70 À de long (Fig. 12-426). 
Sept de ces ellipsoïdes sont organisés en un anneau qui correspond 
au chapeau du champignon et à ses bords. Le domaine périphé- 
rique se projette vers les groupements de tête phospholipidiques de 
la membrane et interagit sans doute avec eux via les résidus 
basiques et aromatiques qui pendent dans la crevasse entre la tige 
et les bords du chapeau. 

D'après de nombreuses données, la formation spontanée de ce 
pore TM heptamérique implique plusieurs étape bien séparées : 
(1) la liaison du monomère hydrosoluble à la surface de la mem- 
brane, probablement suite à l'interaction des boucles polypepti- 
diques de la protéine avec les groupements de surface de la 
bicouche lipidique ; (2) la formation de l'heptamère à la surface de 
la membrane ; et (3) l'insertion du tonneau B à 14 segments à tra- 
vers la membrane pour former le pore TM. Bien que l'on ne 
connaisse pas encore les détails structuraux de ces phénomènes, la 
structure secondaire des monomères apparaît comme inchangée 
lorsqu'ils s'assemblent pour former le pore TM heptamérique. La 
raison pour laquelle les monomères ne forment pas d'heptamères 
en solution aqueuse tient probablement aux différences dans les 
intensités d'interactions au sein des sous-unités en solution et entre 
les sous-unités en heptamère dans la membrane. 

Toutes les CFT ne forment pas leur pore via un tonneau f. 
On en connaît plusieurs, notamment les colicines (celles-ci dési- 
gnent plusieurs types de protéines de E. coli), dont le pore est 
délimité par des hélices &. La plupart de ces pores sont mono- 
mériques. 


4 M ASSEMBLAGE DES MEMBRANES ET 
ADRESSAGE DES PROTEINES 


Au fur et à mesure que les cellules croissent et se divisent, elles 
synthétisent de nouvelles membranes. Comment de telles mem- 
branes asymétriques sont-elles formées? Une possibilité serait 
l’autoassemblage. De fait, quand on élimine le détergent qui a 
permis de désorganiser une membrane biologique, il se forme 
des liposomes dans lesquels des protéines intrinsèques fonction- 
nelles sont insérées. Cependant, dans la plupart des cas, ces 
membranes modèles sont symétriques, aussi bien dans la répar- 
tition de leurs lipides entre les deux feuillets qui constituent la 
bicouche, que dans les orientations de leurs protéines. Une autre 
hypothèse pour expliquer l'assemblage des membranes serait 
qu'il s'effectue sur « l'échafaudage » de membranes préexis- 
tantes, les membranes nouvelles étant formées par l'extension 
des plus anciennes plutôt que par création de membranes nou- 
velles. Nous verrons dans cette section qu'il en est bien ainsi. 
Nous étudierons comment des protéines s’insèrent dans les mem- 
branes ou les traversent, et comment des portions d'une mem- 
brane s'en détachent par épincement sous forme de vésicules 
pour fusionner avec une autre, assurant ainsi le transport de pro- 
téines et de lipides entre ces membranes. La grande complexité 
de ces processus illustre celle des phénomènes biologiques en 
vénéral. 


A. Distribution des lipides dans les membranes 


Les enzymes impliquées dans la biosynthèse des lipides membra- 
naires sont essentiellement des protéines intrinsèques (Section 25- 
8). Leurs substrats et produits sont eux-mêmes des constituants de 
la membrane et donc les lipides membranaires sont synthétisés sur 
place. Eugene Kennedy et James Rothman l'ont démontré chez 
des bactéries en utilisant la méthode de marquage sélectif. Ils ont 
donné à des bactéries en croissance du POŸ durant 1 min (un 
«pulse» en anglais) afin de ne marquer radioactivement que les 
groupements phosphoryle des phospholipides néo-synthétisés. 
Immédiatement après, ils ont ajouté à la suspension cellulaire, de 
l'acide trinitrobenzènesulfonique (TNBS), réactif ne traversant 
pas la membrane, qui se combine à la phosphatidyléthanolamine 
(PE; Fig. 12-43). L'analyse de la membrane ainsi doublement 
marquée montra qu'aucune des PE marquées par le TNBS n'était 
marquée radioactivement. Ces résultats signifient que la PE nou- 
vellement formée est synthétisée du côté cytosolique de la mem- 
brane (Fig. 12-44, en haut à droite). 


a. Des protéines membranaires catalysent le basculement 
des phospholipides 
Si l'on attend 3 min seulement entre le pulse de PO} et l'ad- 
dition de TNBS, on trouve qu'environ la moitié de la PE est dou- 
blement marquée (Fig. 12-44, en bas), ce qui indique que le bas- 
culement de la PE dans la membrane bactérienne est environ 
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FIGURE 12-42 Kéaction entre le TNRS et la PF. 
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FIGURE 12-44 Localisation de la synthèse lipidique 
dans une membrane bactérienne, La PE nouvellement 
synthétisée a été marquée par un « pulse » de 1 min de 
BPO (groupements de tête oranges) et la PE à la sur- 


face cellulaire a été marquée de façon indépendante per le a 


TNBS, réactif qui ne traverse pas la membrane, Si le 
marquage par le TNBS (cercles violers) est fait immédia- 
tement après le pulse de *P, on ne trouve pas de PE mar- 
quée par P qui soit aussi marquée par le TNBS (en 
haut, à droite), ce qui signifie que la PE est synthétisée 
sur le côté cytoplasmique de la membrane. Si, cependant, 
les deux marquages sont espacés de quelques minutes, 
une bonne partie de la PE marquée par le TNBS qui se 
trouve sur le côté externe de la membrane est aussi mar- 


quée par ©P (en bas). dJ{ p' M Use 


100000 fois plus rapide que dans des bicouches formées exclusi- 
vement de phospholipides (rappelons que, dans ce cas, les vitesses 
de basculement ont des demi-temps de plusieurs jours). 

Comment les phospholipides synthétisés d'un côté de la 
membrane peuvent-ils atteindre l'autre côté si rapidement? Le 
basculement des phospholipides semble facilité de deux 
manières : 

L. Les membranes contiennent des protéines appelées flipases 
(de flip-flop, basculement en anglais) qui catalysent le bascule- 
ment de phospholipides spécifiques. Ces protéines ont tendance à 
équilibrer la distribution de leurs phospholipides correspondants 
dans la bicouche, en transportant un phospholipide du côté où il 
est plus concentré vers le côté où il l'est moins. Comme nous le 
verrons dans la Section 20-2, un tel mécanisme est une forme de 
diffusion facilitée. 

2. Les membranes contiennent des protéines appelées translo- 
cases de phospholipides qui transportent des phospholipides spé- 
cifiques à travers la bicouche par un mécanisme exigeant l'hydro- 
lyse de l’ATP. Ces protéines peuvent transporter certains 
phospholipides depuis le côté de la bicouche où ils sont moins 
concentrés, vers l'autre côté, établissant ainsi une répartition asy- 
métrique de ce phospholipide ; un tel mécanisme est une forme de 
transport actif (cf. Section 20-2). 


La répartition des phospholipides dans les membranes (ex. Fig. 12- 
35) semble résulter des orientations membranaires des enzymes 
qui synthétisent les phospholipides, combinées aux effets compen- 
éatniree dec tranclnracse de nhnenholinides ATP dénandantes auri 


assurent une répartition asymétrique des phospholipides, et à ceux 
des flipases qui uniformisent ces distributions. 


b. La composition lipidique caractéristique d'une 

membrane peut être assurée de plusieurs façons 

Dans les cellules eucaryotes, les lipides sont synthétisés du 
côté cytoplasmique du réticulum endoplasmique (RE), pour être 
transportés vers d'autres membranes. Le mécanisme de transport 
de lipides le plus important est sans doute le bourgeonnement de 
vésicules membranaires du RE suivi de la fusion avec d’autres 
membranes (Sections 12-4C et 12-4D). Cependant, ce mécanisme 
n'explique pas que les compositions en lipides soient différentes 
selon les membranes de la cellule. Les lipides sont aussi transpor- 
tés entre membranes par les protéines d'échanges de phospholi- 
pides que l'on trouve dans beaucoup de cellules. Ces protéines 
transfèrent spontanément des phospholipides spécifiques, une 
molécule à la fois, entre deux membranes séparées par un milieu 
aqueux. La composition lipidique propre à une membrane peut 
provenir aussi de modifications et/ou de dégradations sélectives de 
ses constituants lipidiques qui se déroulent sur place suite à l'in- 
tervention d'enzymes spécifiques (Section 25-8A). 


B. Mécanisme de sécrétion des protéines ou voie 
sécrétoire 


Les protéines membranaires, comme toutes les protéines, sont syn- 
thétisées au niveau des ribosomes, sous la direction de matrices 
d'ARN meccacer 12 nolunentide eet formé à nartir de eon extré. 
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mité N-terminale par l'addition successive de résidus d'acide 
aminé (Section 5-4B). Les cytologistes ont remarqué depuis long- 
temps qu'il existe deux sortes de ribosomes eucaryotes, ceux qui 
sont libres dans le cytosol, et ceux qui sont liés au RE pour former 
le réticulum endoplasmique rugueux (RER : appelé ainsi à cause 
de l'aspect granuleux donné par les ribosomes qui lui sont liés ; Fig. 
1-5). Néanmoins, les deux sortes de ribosomes ont la même struc- 
ture ; ils ne diffèrent que par la nature des polypeptides qu'ils syn- 
thétisent. Les ribosomes libres synthétisent essentiellement les pro- 
téines solubles et les protéines mitochondriales, tandis que les 
ribosomes liés aux membranes synthétisent les protéines TM et 
celles destinées à être sécrétées, opération qui se déroule dans le 
RE, ou à s'incorporer dans les lysosomes (organites membranaires 
pourvus d'une collection d'hydrolases qui assurent la dégradation 
et le recyclage de composés cellulaires ; Section 1-2A), Ces der- 
nières protéines apparaissent d'abord dans le RER. 


a. La voie sécrétoire rend compte du ciblage de 
nombreuses protéines sécrétées où membranaires 
Comment les protéines synthétisées au niveau du RER se dis- 

tinguent-elles des autres protéines ? Et comment ces molécules de 

grande taille et relativement polaires traversent-elles la membrane 
du RER ? Ces processus impliquent la voie sécrétoire, décrite par 

Günter Blobel, Cesar Milstein, et David Sabatini vers 1975. Parmi 

les différentes espèces de protéines synthétisées par tous les types 

cellulaires, environ 25 % sont des protéines intrinsèques et beau- 
coup d'autres sont sécrétées, Ainsi, environ 40 % des diverses pro- 
téines synthétisées par une cellule doivent passer par la voie 
sécrétoire ou une autre voie de ciblage des protéines (p. ex. celle 
qui dirige les protéines vers la mitochondrie; Section 12-4E). 

Nous commencerons cette sous-section par une vue d'ensemble de 

la voie sécrétoire, puis en étudierons en détail certains aspects. La 

voie sécrétoire est schématisée à la Fig. 12-45 : 
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FIGURE 12-45 Synthèse ribosomiale, insertion membranaire, et 
début de la glycosylation d'une protéine membranaire intrinsèque, 
par la voie sécrétoire, (1) La synthèse protéique commence à l'extrémité 
N-terminale du polypeptide, par l'élaboration d'une séquence signal de 
13 à 36 résidus. (2) Une particule de reconnaissance du signal (SRP) se 
lie au ribosome et à la séquence signal qui en émerge, ce qui provoque 
l'arrêt momentané de la synthèse du polypeptide. (3) La SRP se lie au 
récepteur transmembranaire de la SRP (SR) associé au translocon, ce qui 
réunit le nbosome et le translocon. (4) La SRP et le SR hydrolysent le 
GTP qui leur est lié, ce qui entraîne leur dissociation du complexe ribo- 
énme.tranelnmmn ! + silinarems coment als Le oumthhes A mnlnmenti A, 


potypeptide reprend 


qui passe à travers le translocon dans la lumière du RE. (5) Peu après 
l'entrée de la séquence signal dans la lumière du RE, elle est excisée par 
protéolyse, (6) Tout en pénétrant dans la lumière du RE, la chaîne poly- 
peptidique commence à se replier pour prendre sa conformation native, 
processus facilité par son interaction avec le chaperon Hsp70 (non mon- 
tré), Simultanément, des enzymes débutent la glycosylation spécifique du 
polypeptide. Une fois la protéine repliée. elle ne peut pas sortir de la 
membrane. En des endroits déterminés par sa séquence, la protéine se 

« colle » à la membrane (les protéines destinées à être sécrétées passent 
entièrement dans La lamière du RE). (7) Une fois la synthèse du polypep- 
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FIGURE 12-46 Séquences N-terminales de quelques préprotéines 
eucaryotes sécrétées. Les cœurs hydrophobes (en brun) de la plupart des 


L Toutes les protéines sécrétées, celles du RE, et les pro- 
téines lysosomiales, ainsi que de nombreuses protéines TM, sont 
synthétisées avec une séquence N-terminale de 13 à 36 résidus, 
appelée peptide signal. Le peptide signal comporte 6 à 15 rési- 
dus hydrophobes flanqués de plusieurs résidus relativement 
hydrophiles, dont généralement un ou plusieurs résidus basiques 
près de l'extrémité N-terminale (Fig. 12-46). Ceci dit, il y a peu 
de similitude de séquence dans les peptides signal de différentes 
protéines. Cependant, de nombreuses données indiquent que ces 
peptides forment des hélices &@ dans un environnement non 
polaire. 

2. Dès que le peptide signal émerge de la surface du ribosome 
(le polypeptide fait alors au moins —40 résidus), la particule de 
reconnaissance du signal (SRP pour « Signal Recognition Par- 
ticle »), un complexe de 325 KD avec six polypeptides différents et 
une molécule d'ARN de 300 nucléotides, se lie à la fois au pep- 
tide signal et au ribosome et le GDP lié à la SRP est remplacé par 
du GTP. Le changement de conformation qui en résulte pour la 
SRP empêche le ribosome de poursuivre la synthèse du polypep- 
tide, évitant ainsi que la protéine qui doit passer dans le RER soit 
libérée dans le cytosol. 

3. Le complexe SRP-ribosome diffuse vers la surface du RER, 
où il se lie au récepteur de la SRP (SR, aussi appelé protéine 
d'arrimage ou «docking protein ») associé au translocon, pore 
protéique de la membrane du RE à travers lequel sortira la chaîne 
polypeptidique en croissance. Lors de la formation du complexe 
SR-translocon, le GDP lié au SR est remplacé par du GTP, 

4. La SRP et le SR se stimulent mutuellement à hydrolyser en 
GDP le GTP qui leur est lié (ce qui équivaut à l'hydrolyse de 
l'ATP au plan énergétique). Ceci entraîne des modifications 
conformationnelles qui provoque leur séparation et leur dissocia- 
tion du complexe ribosome-translocon. Le ribosome lié au RE peut 
ainsi reprendre la synthèse du polypeptide de sorte que l'extrémité 
N-terminale de sa chaîne en croissance passe par le translocon 
dans la lumière du RE. Comme nous le verrons dans la Section 32- 
3, la plupart des activités des ribosomes dépendent de l'hydrolyse 
du GTP 


peptides signal sont précédés de résidus basiques (en bleu). [D'après 
Watson, MEE., Nucleic Acids Res. 12, 5147-5156 (1984).] 


5. Peu après que le peptide signal soit entré dans la lumière du 
RE, il est excisé spécifiquement de la chaîne polypeptidique en 
croissance par une peptidase du signal liée à la membrane (les 
chaînes polypeptidiques qui ont encore leur peptide signal sont 
appelées préprotéines ; les peptides signal sont aussi appelés pré- 
séquences). 

6. Le polypeptide naissant (en formation) commence à se 
replier pour prendre sa conformation native, processus facilité par 
son interaction avec une protéine chaperon Hsp70 résidant dans le 
RE (Section 9-2C). Des enzymes dans la lumière du RE commen- 
cent alors la modification post-traductionnelle du polypeptide, 
comme la liaison spécifique de glucides centraux pour les futures 
glycoprotéines (Section 23-3B), la formation de ponts disulfure 
facilitée par la protéine disulfure isomérase (Section 9-2A), une 
protéine localisée dans le RE, ou encore l'accrochage d'ancres GPI 
(Section 23-3B). 

7. Quand la synthèse polypeptidique est achevée, la protéine est 
libérée du ribosome et du translocon, et le ribosome se détache du 
RER. Les protéines sécrétées, celles du RE, et les protéines lyso- 
somiales traversent complètement la membrane du RER pour se 
retrouver dans sa lumière. Par contre, les protéines TM présentent 
une (ou plus) séquence « d'ancrage de membrane » hydrophobe de 
20 résidus environ qui maintient la protéine dans la membrane. 
La voie sécrétoire (aussi appelée hypothèse du signal) joue égale- 
ment chez les procaryotes pour l'insertion de certaines protéines 
dans la membrane cellulaire (dont l'extérieur équivaut à la lumière 
du RE). En fait, toutes les formes de vie étudiées jusqu'ici possè- 
dent des homologues de la SRP et du SR. 


b. La structure par rayons X du cœur de la SRP montre 

comment elle lie le peptide signal 

Les SRP de mammifères sont constituées de six polypeptides 
appelés SRP9, SRP14, SRP19, SRP54, SRP68, et SRP72 (où 
les nombres correspondent à leur masses moléculaires en kD) et 
d'un ARN 7S [on classe souvent les ARN selon leur vitesse de 
sédimentation en unités Svedberg (S), qui augmente avec leur 
masse moléculaire (Section 6-6D) ; l'ARN 7S humain comporte 
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FIGURE 12-47 Séquences de l'ARN de la SRP (a) humaine et (b) 
d'E, coli, et leur structure secondaire prédite, Les paires de bases Wat- 
son-Crick sont reliées par un trait et les paires non Watson-Crick entre G 
et U et entre G et A sont désignées par un point. Les trois caractéris- 
tiques principales du domaine IV conservées dans les deux séquences, à 
savoir la tétraboucle, la boucle inteme asymétrique, et la boucle interne 
symétrique sont indiquées en rouge. Noter les similitudes de séquence et 
de position de ces éléments conservés, Chez les mammifères, SRP9 et 
SRP14 forment un hétérodimère appelé SRP9/14 impliqué dans l'interac- 
tion avec le nibosome, tandis que SRP68 et SRP72 forment un hétérodi- 


299 nucléotides (nt}]. Les micrographies électroniques montrent 
que l'ARN de la SRP a la forme d'une tige allongée de 240 À 
sur 60 À. Ceci est en accord avec la prédiction de structure 
secondaire (Fig. 12-47a) d'après laquelle l'ARN de la SRP com- 
prend quatre domaines, dont seul le IV (50 nt) est très conservé. 
De nombreuses SRP de procaryotes sont beaucoup plus simples. 
Celle de E. coli est faite d'un polypeptide unique appelé Ffh, 
homologue de SRP54 (Ffh pour « Fifty-four homolog »), et d'un 
ARN 4,5$ (114 nt; Fig. 12-47h) qui, selon les prédictions de 
structure secondaire, ressemble en partie au domaine IV. Si l'on 
remplace SRPS4 par Ffh ou vice-versa on obtient des SRP fonc- 
tionnelles, du moins in vitro, ce qui suggère que le complexe 
Ffh-4,5$ ARN est un modèle réduit, quant à la structure, de la 
SRP des eucarvotes. 


ARN 75 humain 
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mère appelé SRP68/72 requis pour la translocation des protéines. Les 
régions de l'ARN protégées. par les protéines associées, de la digestion 
par des nucléases ou de La modification chimique, sont ombrées en cou- 
leur. Chez E. coli, Ffh (homologue de SRP54) se lie à la région de 
l'ARN qui ressemble au domaine 1V. [D'après Walter, P. and Johnson, 
A.E., Annu. Rev. Cell Biol. 10, 94 (1994).] 


La protéine SRP-Ffh comprend trois domaines ; le domaine N 
(N-terminal), de fonction inconnue ; le domaine G (central), qui 
possède la fonction GTPase de la SRP et est responsable de son 
interaction avec le SR ; et le domaine M (C-terminal), riche en Met 
(14 résidus sur 102 chez E. coli et 11 chez les humains, bien que 
4 seulement de ces positions Met soient partagées), qui lie à la fois 
l'ARN de la SRP et le peptide signal. La structure par rayons X du 
Fih de Thermus aquaticus (Fig. 12-48), déterminée par Robert 
Stroud et Peter Walter, montre que son domaine N forme un fais- 
ceau de quatre hélices «x antiparallèles et que son domaine G est un 
feuillet 8 ouvert (Section $-3B) comme dans les autres GTPases. 
La structure du domaine M est discutée ci-dessous. 

Jennifer Doudna a déterminé la structure par rayons X du cœur 
conservé de ln SRP de EE nl c'est-à-dire celle d'un comnlere 
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entre ke domaine M du Ffh et l'ARN « domaine IV ». Dans cette 
structure (Fig. 12-49a), l'ARN (49 nt) forme une tige en double 
hélice de 70 À de long (et ceci est en accord avec la prédiction de 
structure secondaire ; Fig. 12-47b) où la chaîne d'ARN se replie 
sur elle-même via une boucle de 4 nt non appariés (une tétra- 
boucle ; tout comme l'ADN, l'ARN peut former une double hélice 
par appariement des bases, bien que sa conformation soit nette- 
ment différente de celle de l'ADN-B ; Section 29-1B). On trouve 
dans cet ARN une boucle interne dite symétrique où les bases s'as- 
socient, de façon inattendue, par appariement non Watson-Crick, 
ce qui permet la continuité de la conformation en double hélice du 
squelette sucre-phosphate ainsi que l'empilement des paires de 
bases successives, On trouve aussi une boucle interne dite asymé- 
trique où, par contre, un segment de 4 nt non appariés s'écarte de 
la double hélice, ce qui ménage au centre de cette dernière une 
vaste cavité remplie d'un agrégat de deux ions Mg?* hydratés et de 
28 molécules d'eau ordonnées. Les interactions entre cet ARN et 
la protéine impliquent un réseau dense de liaisons hydrogène, 
essentiellement entre les boucles internes, symétrique et asymé- 
trique, de l'ARN et les hélices 2, 2b et 3 du domaine M (Fig. 12- 
49a). 

Au sein du domaine M (102 résidus) du complexe, un segment 
de 33 résidus est désorganisé, et donc non visible dans la structure 
par rayons X. Cependant, les autres régions de la protéine sont 
bien superposables à celles du domaine M dans la structure par 
rayons X du Ffh de T. aguaticus, où l'entièreté du domaine est 
visible (Fig. 12-494). Le segment désorganisé du Ffh de E. coli, 
appelé boucle en doigt, et les régions adjacentes du domaine M 
forment ensemble, dans le Ffh de T. aguaticus, un sillon profond 


FIGURE 12-48 Structure par rayons X du Ffh de 7: Aguaticus. 
Représentation en ruban de la protéine avec son domaine N en bleu-vert, 
son domaine G en vert, et son domaine M en doré. Le segment de 11 
résidus qui relie les domaines G et M est désorganisé dans la structure 
par rayons X. Étant donné que ce segment peut atteindre 40 À et que Ffh 
cristallise en tant que trimère cyclique, il n'est pas possible de déterminer 
lequel des trois domaines M du trimère est relié à un domaine G donné. 
Le domaine M dessiné ici a donc été choisi arbitrairement parmi ceux du 
trimère, [D'après une structure par rayons X déterminée par Peter Walter 
et Robent Srroud, University of California at San Francisco. PDBid 
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FIGURE 12-49 Structure par rayons X du cœur de la SRP d'£, coli. 
(a) L'ARN est représenté comme une échelle, en violet, avec ses bases 
invariables en jaune et ses bases hautement conservées en vert, Le 
domaine M correspond au ruban en bleu-vert auquel on a superposé, en 
rose, la structure du domaine M non lié de T. aguaticus, Les hélices a 
successives sont désignées par h1, h2, etc. La structure secondaire de 
l'ARN, à droite, est dessinée de façon à montrer su structure tridimen- 
sionnelle. Les bases de ses boucles internes symétrique et asymétrique et 
les bases aux extrémités 3° et 5° de l'ARN qui ne font pas partie de 
l'ARN 4,58 natif de E, coli, sont en lettres non pleines. (b) Surface molé- 
culaire du complexe orientée de manière à montrer le sillon censé lier le 
peptide signal. L'ARN est en bleu foncé, la protéine en rose, les résidus 
hydrophobes bordant le sillon de linison du peptide signal en jaune, et les 
groupements phosphate voisins de l'ARN en rouge. [Avec la permission 
de Robert Batey et Jennifer Doudna, Yale University. PDBid IDUL] 


qui est bordé presqu'entièrement de résidus hydrophobes, Chez 
E, coli, ces résidus comprennent 11 des 14 Met (Fig. 12-49h; les 
propriétés de la chaîne latérale de Met sont semblables à celles 
d'un groupement n-butyle). Ce sillon, de 15 À de large sur 25 À 
de long, constitue apparemment le site de liaison de l'hélice hydro- 
phobe du peptide signal. Les « soies » formées par les chaînes laté- 
rales non ramifiées des Met et la boucle en doigt conféreraient au 
sillon la plasticité requise pour accueillir nombre de séquences 
signal différentes, pour autant qu'elles soient hydrophobes et en 
hélice &. De fait, dans la structure par rayons X du domaine M de 
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celle du domaine M du Ffh de E. coli, se projette hors du cœur de 
la protéine pour se lier dans le sillon hydrophobe d'une molécule 
VOISINC. 

Quelle est la fonction de l'ARN de la SRP? La structure du 
complexe par rayons X montre que cet ARN prolonge sans inter- 
ruption le sillon hydrophobe de la protéine jusqu'au rebord formé 
par le squelette sucre-phosphate de l'ARN au dessus de la boucle 
interne symétrique (Fig. 12-49h). Ceci suggère que le peptide 
signal en hélice se lie au complexe de manière à faire interagir ses 
résidus basiques N-terminaux (Fig. 12-46) avec les groupements 
phosphate anioniques du rebord. 


c. L'entrée dans la voie sécrétoire est assurée par l'énergie 
d'hydrolyse du GTP 

Chez les eucaryotes, le récepteur de la SRP est un hétérodimère 
de sous-unités appelées SRa et SRB. SRB est une protéine intrin- 
sèque de 271 résidus qui possède un segment TM N-terminal, alors 
que SR& est une protéine extrinsèque de 638 résidus liée à la mem- 
brane apparemment via l'association de son segment N-terminal à 
SRB. SRa et SRB sont toutes deux des GTPases. 

Chez E. coli, le SR ne comporte qu'une sous-unité de 497 rési- 
dus appelée FtsY et dont la partie C-terminale est homologue à 
celle de SRü&, alors que les parties N-terminales ne présentent pas 
de similitude de séquence. La structure par rayons X de la partie 
C-terminale de FtsY ressemble étrangement à celle des domaines 
N et G de SRP54 (Fig. 12-48), avec lesquels elle partage une iden- 
tité de séquence de -34%. 

Le ciblage du complexe SRP-ribosome vers la membrane du 
RE est assuré par l'activité GTPase de SRP54, de SRa et de SRB> 
Dans de nombreux systèmes biologiques, principalement ceux qui 
effectuent la traduction (Section 32-3), le transport des vésicules 
(Sections 12-4C et 12-4D), et la transduction du signal (Section 
19-2), les GTPases fonctionnent comme des commutateurs molé- 
culaires qui confèrent au système unidirectionalité et spécificité. 
Ces protéines G possèdent au moins deux conformations stables : 
liée au GDP et liée au GTP. L'interconversion de ces deux états 
suppose un cycle unidirectionnel en raison du caractère irréver- 
sible de l'hydrolyse du GTP. Dans la plupart des cas, la protéine G 
doit interagir avec d'autres protéines pour changer d'état confor- 
mationnel., Ainsi, l'hydrolyse du GTP requiert souvent une stimu- 
lation par une protéine activatrice de GTPase (GAP) spécifique, 
et le remplacement du GDP lié, par du GTP, peut exiger l'action 
d'un facteur d'échange des nucléotides guanyliques (GEF ; 
Section 19-2C) spécifique. Ces facteurs particuliers confèrent au 
système sa spécificité. 

Le GEF pour la SRP est constitué du complexe entre le pep- 
tide signal qui vient d'y émerger et le domaine M de SRPS4, 
qui induit le domaine G adjacent à échanger son GDP pour du 
GTP (Fig. 12-45, Étape 2). La formation du complexe SRP + 
GTP résultant produit un changement conformationnel qui fixe 
la SRP au ribosome, ce qui arrête la traduction. Il semble que 
le GEF pour le SR soit un translocon vide qui s'associe au com- 
plexe SR + GTP résultant, auquel le complexe SRP + GTP-ribo- 
some vient alors s'ajouter (Fig. 12-45, Etape 3). De toute évi- 
dence, la SRP et le SR, tous deux sous leur forme GTP, agissent 
comme «entremetteurs moléculaires » pour rapprocher un trans- 
locon vide et un ribosome en train de synthétiser un polypeptide 
porteur d'une séquence signal. La SRP et le SR stimulent alors 
récinroauement leur fonction (GTPace (agissant comme (GAP 


mutuelles, car ni l’une ni l’autre de ces protéines n’a d'activité 
GTPase significative), puis se dissocient, pour donner les com- 
plexes libres SRP + GDP et SR + GDP prêts à participer à un 
nouveau cycle de la voie sécrétoire (Fig. 12-45, Etape 4). La 
libération de la SRP et du SR permet au ribosome à présent asso- 
cié au translocon de reprendre la traduction, ce qui fait passer le 
polypeptide en cours de synthèse à l'intérieur de la membrane 
du RE ou à travers elle, comme décrit ci-dessous. 


d. Le translocon est un pore transmembranaire 
multifonctionnel 

Comment les préprotéines sont-elles insérées dans la mem- 
brane du RER ou transportées à travers elle? En 1975, Blobel a 
postulé que ces processus sont effectués par un canal TM aqueux. 
Cependant, ce n’est qu’en 1991 qu'il a pu démontrer son existence 
par des mesures électrophysiologiques indiquant que la membrane 
du RER contient des canaux conducteurs d'ions. Leur nombre aug- 
mente quant la face du RER liant les ribosomes est traitée par de 
la puromycine (antibiotique qui provoque la libération prématurée 
de la chaîne polypeptique naissante du ribosome ; Section 32-3D), 
ce qui suggère que les canaux sont obturés par la présence des 
polypeptides. En liant à un polypeptide naissant des sondes dont la 
fluorescence est sensible à la polarité du milieu environnant, 
Arthur Johnson a démontré que ces canaux, à présent appelés 
translocons, délimitent des pores aqueux qui traversent complète- 
ment la membrane du RE. 

Les différentes protéines TM du RE qui constituent le trans- 
locon ont été identifiées en attachant des groupements photoac- 
tivables à la séquence signal ou aux régions matures des pré- 
protéines. Après exposition à une lumière de longueur d'onde 
appropriée, les groupements photoactivables réagissent avec les 
protéines voisines pour former des liaisons croisées covalentes, 
ce qui permet d'identifier ces protéines. Le constituant principal 
du translocon de mammifère, baptisé Secél (SecYEG chez les 
procaryotes), est une protéine hétérotrimérique dont les sous- 
unités sont appelées Secéla, Secé1B, et Secély. D'après les 
prédictions de structure, Secéla (476 résidus) possède 10 hélices 
TM et ses extrémités N- et C-terminales sont dans le cytosol, 
tandis que Secé1B (96 résidus) et Sec6ly (68 résidus) ont une 
seule hélice TM et l'extrémité N-terminale de chacune est dans 
le cytosol. 

Andrej Sali, Joachim Frank et Blobel ont examiné le complexe 
Secbl-ribosome par microscopie électronique d'échantillons 
congelés (Fig. 12-50). On voit que Sec61 forme un tore en enton- 
noir avec quatre points d'ancrage au ribosome et dont le canal cen- 
tral est dans le prolongement du tunnel par où le polypeptide nais- 
sant quitte le ribosome (Section 32-3D). Le complexe Sec6l a une 
épaisseur de 48 À, un diamètre externe de 85 à 95 À, et un dia- 
mètre interne moyen de 15 À. Le volume du pore indique qu'il est 
fait de trois hétérotrimères Sec61. 

Un constituant supplémentaire du translocon de mammifère est 
la protéine membranaire associée à la chaîne en translocation 
(TRAM pour «translocating chain-associated membrane pro- 
tein » ; 374 résidus et 8 hélices TM d'après les prédictions de struc- 
ture, avec les extrémités N- et C-terminales dans le cytosol). En 
utilisant des liposomes contenant de la Sec6l et pourvus ou non de 
TRAM, Tom Rapoport a démontré que TRAM était requise pour 
l'entrée dans le liposome, et l'intégration dans sa membrane, de la 
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(a) 


FIGURE 12-50 Structure du complexe Secél-ribosome de levure 
déterminée avec une résolution de 15 À par microscopie 


après congélation. (a) Vue avec l'oligomère Secél en rouge, la petite 
(40S) sous-unité ribosomiale en jaune, la grosse sous-unité (60S) en bleu 
et, en vert, un ARNI lié au site P du ribosome (Fig. 5-28). (b) Vue 


tion d'une préprotéine donnée exige TRAM dépend de sa séquence 
signal, bien qu'on n'ait pu déterminer dans celle-ci de caractéris- 
tique critique pour cette exigence. 

Quelle est la largeur du pore du translocon lorsqu'il livre pas- 
sage à un polypeptide ? Au minimum elle devrait être de -7 À (dia- 
mètre d'un polypeptide anhydre en extension), et d'au moins -12 
À si une séquence TM prenait sa conformation en hélice @ avant 
de quitter le pore. Pour répondre à cette question, Johnson a mar- 
qué des chaînes en voie de translocation en incorporant des colo- 
rants fluorescents à des endroits précis le long du polypeptide nais- 
sant, puis a déterminé leur accessibilité à des extincteurs de 
fluorescence de tailles différentes (en entrant en collision avec un 
fluorophore excité, ces agents abolissent son énergie d'état excité). 
Ces expériences montrent que le diamètre du pore d'un translocon 
en activité a la largeur surprenante de 40 à 60 À. Cependant, des 
mesures du même type attribuent au translocon inactif (non asso- 
cié à un ribosome) un diamètre de pore de seulement 9 à 15 À. Il 
est possible que le pore de Sec61 montré à la Fig. 12-50 ait adopté 
cette dernière conformation malgré la présence du ribosome. 

En dépit de l'énorme pore des translocons en activité, la bar- 
rière de perméabilité de la membrane du RE est préservée car le 
ribosome forme avec le translocon un joint d'étanchéité (au 
contraire de l'association assez lâche suggérée par la Fig. 12-50). 
De plus, une fois le ribosome dissocié du translocon, le joint est 
maintenu par l’arrivée d'une protéine intrinsèque du RE, homo- 
loeue des Hen70 (Section 9.20) annelée BIP oui se lie à la sur- 
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comme dans La Partie a, mais selon un plan de coupe passant par le pore 
de Secél et par le tunnel d'où sort la chaine polypeptidique en croissance 
lorsqu'elle quitte la grosse sous-unité du ribosome (ligne en noir). 
L'échelle correspond à 100 À. [Avec la permission de Joachim Frank, 
State University of New York at Albany.] 


face luminale du translocon. En fait, après liaison du rnibosome au 
translocon et initiation de la translocation, BiP ne se dissocie que 
lorsque la longueur du polypeptide naissant a atteint -70 résidus. 
Ce processus, probablement dû à une interaction entre le peptide 
signal et le translocon, fournirait un mécanisme de sécurité main- 
tenant la barrière de perméabilité de la membrane du RE jusqu'à 
ce que le ribosome forme un joint étanche du côté cytosolique du 
translocon. 


e. Le translocon insère des hélices transmembranaires 
dans la membrane du RE 

Le translocon n'est pas qu'une porte d'entrée dans le RE pour 
les protéines solubles, il doit également insérer dans la membrane 
du RE les segments TM des protéines intrinsèques. De concert avec 
le ribosome, le translocon reconnaît ces segments et les fait passer 
latéralement dans la bicouche lipidique, par un mécanisme très mal 
connu. Le mode de reconnaissance impliqué ici ne peut se limiter 
à leurs -20 résidus non polaires car les prédictions fondées exclu- 
sivement sur l'hydrophobicité des séquences ne permettent pas 
toujours d'identifier les segments TM d'un polypeptide. 

Les séquences signal de nombreuses protéines TM ne sont pas 
clivées par la peptidase du signal, mais sont insérées dans la mem- 
brane du RE. De telles séquences signal d'ancrage s'orientent 
avec leur extrémité N-terminale soit dans le cytosol (p. ex. 
Secéla), soit dans la lumière du RE (p. ex. la glycophorine A). 
Dans le premier cas, le polypentide doit s'être retourné à l'intérieur 


422 Chapitre 12. Lipides et membranes 


du translocon avant d'être inséré dans la membrane. De plus, pour 
les protéines TM polytopiques comme Secélæ, ce retournement 
doit impliquer chaque hélice TM successive. Si le pore du translo- 
con en activité a un si grand diamètre, c'est sans doute pour per- 
mettre à ces hélices de changer de direction avant leur insertion 
dans la membrane du RE. 

L'orientation de la plupart des protéines TM des eucaryotes 
est telle que leurs segments interhélicoïdaux exposés au cyto- 
plasme sont plus chargés positivement que leurs segments du 
côté luminal, mais ce n'est pas toujours le cas. On peut néan- 
moins supposer que, pour une protéine TM polytopique, c'est 
l'orientation de son hélice TM N-terminale dans la membrane 
qui détermine celle des hélices TM qui suivent (dont la plupart 
n'ont pas encore été synthétisées au moment de l'insertion de 
l'hélice N-terminale dans la membrane). Cependant, la délétion 
d'une hélice TM d'un polypeptide, ou son insertion dans celui- 
ci, ne change pas nécessairement l'orientation, dans la mem- 
brane, des hélices TM qui suivent. Lorsque deux hélices TM suc- 
cessives ont la même orientation préférée, l'une d'elles peut être 
expulsée de la membrane. On comprend donc très mal sur quoi 
se fonde l'orientation d'une protéine TM dans la membrane du 
RE et le mécanisme par lequel le translocon réalise cette orien- 
tation, bien que des études par photopontage suggèrent l'impli- 
cation de TRAM. 


f. Le repliement des protéines dans le RE est facilité par 
des chaperons moléculaires 

Le RE, tout comme le cytosol, contient un arsenal de chape- 
rons moléculaires qui aident au repliement des protéines et jouent 
le rôle d'agents de contrôle de qualité. Le chaperon le mieux carac- 
térisé est BiP, un homologue de Hsp70 (Section 9-2C). BiP s'as- 
socie à de nombreuses protéines sécrétées ou membranaires bien 
que, si leur repliement se passe normalement, cette association soit 
faible et de courte durée. Cependant, les protéines mal repliées, 
mal glycosylées, ou mal assemblées forment avec BiP des com- 
plexes stables qui souvent sont exportés vers le cytosol, par un pro- 
cessus mal défini impliquant le translocon et appelé rétrotranslo- 
cation, pour y être dégradées par protéolyse (Section 32-6). Deux 
autres chaperons intrinsèques du RE sont les protéines homo- 
logues appelées calréticuline et calnexine, qui facilitent et contrô- 
lent le repliement et l'assemblage des glycoprotéines (Section 23- 
3B). Le RE contient aussi des protéine disulfure isomérases (PDI ; 
Section 9-2A) et des peptidyl prolyl cis-trans isomérases (Section 
9-2B). 

Des anomalies du repliement et de l'assemblage des protéines 
sont de plus en plus impliquées dans l'étiologie de certaines mala- 
dies (p. ex. Section 9-5), Ainsi, la mucoviscidose (ou fibrose cys- 
tique) est la maladie grave génétique récessive la plus fréquente 
(un sur -2000 individus) dans la population caucasienne (Euro- 
péens et leurs descendants émigrés). Elle frappe les sujets homozy- 
gotes pour une déficience de la protéine régulatrice transmem- 
branaire de la fibrose cystique (CFTR), glycoprotéine de 1480 
résidus à 12 hélices TM qui fonctionne comme transporteur de C1 
dans la membrane plasmique des cellules épithéliales. Ces malades 
produisent un mucus très visqueux qui obstrue les bronchioles, 
d'où des infections pulmonaires chroniques avec insuffisance res- 
piratoire qui peut entraîner le décès dans la trentaine. Bien que la 


mucoviscidose soit causée par un grand nombre de mutations diffé- 
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Phe 508 (AF 508), qui est située dans une boucle cytoplasmique de 
la protéine CFTR (laquelle occupe initialement la lumière du RE). 
La maturation des chaînes oligosaccharidiques de AFS0S dans le 
RE est perturbée, et la boucle défectueuse se replie donc mal. Bien 
que l’activité biologique de AF508 soit quasi maintenue, elle n'est 
pas libérée par la calnexine dans le RE, ce qui entraîne sa rétro- 
translocation et sa dégradation par un système de surveillance pro- 
téolytique (qui fait ici preuve d'excès de zèle) (Section 32-6B). 


C. Formation des vésicules 


Dès que la synthèse de leur chaîne polypeptidique est terminée, les 
protéines transmembranaires, sécrétées, ou lysosomiales, impar- 
faitement matures, arrivent dans l'appareil de Golgi (Fig. 1-5). 
Celui-ci est un organite de 0,5 à 1,0 um de diamètre formé d’une 
pile de saccules membraneux aplatis et fonctionnellement distincts 
(3 à 6 ou plus selon les espèces) appelés citernes. C'est là que ces 
protéines poursuivent leur maturation post-traductionnelle, princi- 
palement la glycosylation (Section 23-3B). L'appareil de Golgi 
(Fig. 12-51) possède deux faces, chacune étant constituée d'un 
réseau de tubules membraneux interconnectés : du côté opposé au 
RE, le réseau cis-Golgi (CGN) par où les protéines pénètrent dans 
l'appareil de Golgi ; de l’autre côté, le réseau trans-Golgi (TGN) 
par où sortent les protéines matures, en direction de leur destina- 
tion finale. Les saccules de Golgi intermédiaires sont d'au moins 
trois types, les citernes cis, médianes et trans, chacune contenant 
des enzymes différentes de maturation des glycoprotéines. 

Au cours de leur passage d’une extrémité à l’autre de l’appa- 
reil de Golgi, les protéines sont modifiées étape par étape, par un 
processus séquentiel décrit dans la Section 23-3B. Ce passage 
implique deux mécanismes de transport : 


1. Les protéines sont véhiculées d'un compartiment du Golgi 
à l’autre, dans la direction cis-trans, suite à leur prise en charge par 
des vésicules membraneuses qui bourgeonnent à partir d'un com- 
partiment et fusionnent avec le suivant, c'est le transport antéro- 
grade. 

2. Les protéines restent dans leur compartiment, mais celui-ci 
traverse l'appareil de Golgi, les citernes cis devenant des citernes 
trans. Ce processus, appelé progression cisternale ou matura- 
tion, implique le transport rétrograde, d'un compartiment au 
précédent, de protéines propres au Golgi lui-même, et ce via des 
vésicules membraneuses. 


À leur arrivée dans le réseau trans-Golgi, les protéines matures 
sont triées et expédiées vers leur destination cellulaire finale. 


a. Les protéines membranaires, sécrétées, ou lysosomiales 

sont transportées par des vésicules tapissées 

Les vésicules dans lesquelles les protéines vont du RER à 
l'appareil de Golgi, puis d'un compartiment à l’autre de celui- 
ci, et de là vers leur destination définitive, sont appelées vési- 
cules tapissées («coated vesicles») (Fig. 12-52). Ces saccules 
membraneux de 60 à 150 nm de diamètre doivent leur nom au 
fait que leur face externe (cytoplasmique) est tapissée de pro- 
téines particulières qui servent d'armature souple lors de la for- 
mation des vésicules. C'est ainsi qu'une vésicule bourgeonne à 
partir de sa membrane d'origine pour fusionner ensuite avec sa 
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FIGURE 12-52 Micrographies électroniques de vésicules tapissées. (a) 
Vésicules tapissées de clathrine, Noter leur forme polyédrique, [Avec la 
permission de Barbara Pearse, Medical Research Council, Cambridge, 
U.K.] (b) Vésicules tapissées de COPL (c) Vésicules tapissées de 

COPIL Les cartouches dans les Parties b et c montrent ces vésicules à 
plus fort grossissement. [Avec la permission de Lelio Orci, Université de 
Genève, Suisse.] 


(ec) 


FIGURE 12-51 Maturation post-traductionnelle 
des protéines. Les protéines en voie de sécrétion, 
d'insertion dans la membrane plasmique, ou de 
transport vers les lysosomes sont synthétisées par 
des ribosomes associés au RER (points bleus en 
haur), Au cours de leur synthèse, les protéines 
(points rouges) sont, soit injectées dans la lumière 
du RE, soit insérées dans sa membrane. Après un 
début de maturation dans le RE, les protéines sont 
enfermées dans des vésicules qui bourgeonnent à 
partir de La membrane du RE pour fusionner 
ensuite avec le réseau cis-Golgi. La maturation des 
protéines se poursuit dans les citernes cis, 
médianes et trans du Golgi. Enfin, dans le réseau 
trans-Golgi (en bas), les glycoprotéines achevées 
sont triées avant livraison, par d'autres vésicules, 
vers leurs destinations finales, à savoir la mem- 
brane plasmique, les vésicules de sécrétion, ou les 
lysosomes. 


424 Chapitre 12. Lipides et membranes 


Surface externe 


FIGURE 12-53 La fusion d’une vésicule avec la membrane plas- 
mique préserve l'orientation des protéines intrinsèques insérées dans 
la bicouche de la vésicule, L'intérieur de la vésicule et l'extérieur de La 
cellule sont topologiquement équivalents car c'est le même côté de La 
protéine qui est toujours immergé dans le cytosol. Noter que toute pro- 
téine soluble contenue dans la vésicule serait sécrétée. De fait, les pro- 
téines destinées à être sécrétées sont enfermées dans des vésicules de 
sécrétion membraneuses qui fusionnent ensuite avec la membrane plas- 
mique comme schématisé ici. 


branaire dans son orientation (Fig. 12-53), de sorte que les 
lumières du RE et des citernes du Golgi sont topologiquement 
équivalentes à l'extérieur de la cellule. Voilà pourquoi les sub- 
stituants oligosaccharidiques des glycoprotéines membranaires 
intrinsèques et les ancres GPI des protéines liées au GPI ne se 
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FIGURE 12-54 Micrographie électronique de triskélions. Les orienta- 
tions variées de leurs bras reflètent leur souplesse. [Avec la permission de 
Daniel Branton, Harvard University.] 


Les trois types principaux de vésicules tapissées se distinguent 
par la nature de leur revêtement protéique. Il s'agit de : 

1. La clathrine (Fig. 12-524), une protéine qui forme un 
réseau polyédrique autour des vésicules qui transportent, du Golgi 
à la membrane plasmique, les protéines transmembranaires, les 
protéines liées au GPI, ainsi que les protéines sécrétées. Les cages 
de clathrine peuvent être dissociées en complexes protéiques 
flexibles à trois bras appelés triskélions (Fig. 12-54), Ceux-ci sont 
constitués de trois chaînes lourdes (HC, 190 kD), chacune d'elle 
se liant au hasard à l’une des deux chaînes légères homologues, 
LCa ou LCb (24-27 kD). 

2. La protéine COPI (Fig. 12-52b; COP pour «coat pro- 
tein»), qui forme un revêtement, non pas polyédrique, mais peu 
structuré autour de vésicules qui effectuent le transport aussi bien 
antérograde que rétrograde de protéines entre les compartiments 
successifs du Golgi. De plus, les vésicules tapissées de COPI 
ramènent au RE les protéines intrinsèques à celui-ci et qui s'en 
étaient échappées vers le Golgi (voir ci-dessous). La COPI com- 
porte 7 sous-unités différentes (&, 160 kD; B, 110 kD; B, 
102 kD'; y, 98 kD; 6, 61 kD; €, 31 kD'; et &, 20 kD). Le com- 
plexe soluble correspondant au protomère de la COPI est appelé 
coatomère 


3. La protéine COPII (Fig. 12-52c), qui transporte les pro- 
téines du RE vers le Golgi. Les composantes des vésicules tapis- 
sées de COPII sont ensuite recyclées par des vésicules tapissées de 
COPI, pour les faire participer à un nouveau cycle de formation de 
vésicules (on pense que les composantes des vésicules tapissées de 
COPI qui atteignent le RE sont recyclées par des vésicules tapis- 
sées de COPIT). La couche de COPII est constituée de deux hété- 
rodimères de protéines conservées qui, chez la levure, sont appe- 
lées Sec23/24p et Sec13/31p. 

Toutes les vésicules tapissées décrites ci-dessus transportent éga- 
lement des récepteurs, qui lient les protéines transportées, ainsi 
que des protéines de fusion, qui assurent la fusion de ces vési- 
cules avec leur membrane cible, Ces processus sont discutés ci- 
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b. Les cages de clathrine sont formées de chaînes lourdes 
superposées 

Les vésicules tapissées de clathrine (CCV) sont mieux carac- 
térisées au plan structural que celles tapissées de COPI ou de 
COPII, Comme Barbara Pearse l’a montré, la clathrine forme des 
cages polyédriques dont chaque vertex est le moyeu d’un triské- 
lion et les bords, d'environ 150 À de long, correspondent aux bras 
superposés de quatre triskélions (Fig. 12-55a). Ces polyèdres, qui 
ont 12 faces pentagonales et un nombre variable de faces hexago- 
nales (pour des raisons de géométrie expliquées dans la Section 
33-2A), constituent les cages polyédriques les plus compactes sus- 
ceptibles d'enfermer un objet sphéroïde, Le volume de ces objets 
augmente évidemment avec le nombre de faces hexagonales. 

Les bras du triskélion, qui ont -450 À de long, sont chacun for- 
més d'une HC (1675 résidus); les HC trimérisent via leurs 
domaines C-terminaux (Fig. 12-55b). Bien que la structure d'une 
HC complète n'ait pas été déterminée, on a élucidé celle de sa par- 
tie N-terminale et d'une partie de son bras proximal : 


L. Le segment N-terminal (résidus 1-494 ; Fig. 12-56a,b), dont 
la structure fut déterminée par Stephen Harrison et Tomas Kirch- 
hausen, comprend deux domaines : (i) un propulseur B N-termi- 
nal à 7 pales de même structure, chacune constituée d'un feuillet 
B antiparallèle à 4 segments (Fig. 12-56b) ; et (ii) un connecteur C- 
terminal comportant 10 hélices &« de longueurs différentes (2 à 4 
tours) reliées par de courtes boucles et disposées en hélice irrégu- 
lière de pas à droite (une hélice d'hélices, c'est-à-dire une super- 
hélice) appelée zigzag a. 


FIGURE 12-55 Anatomie d'une vésicule tapissée de clathrine. 

(a) Image d'une cage de clathrine à une résolution de 21 À fondée sur 
la microscopie électronique après congélation, avec ses triskélions en 
couleurs différentes. Pour plus de clarté, le cœur contenant les pro- 
téines adaptatrices n'est pas montré. Comme l'indique le diagramme 
de droite, un triskélion est centré sur chacun des 36 sommets de cette 
cage polyédrique dont les bords sont formés par les bras antiparallèles 
de trickelions ndiscente les domaines de connexion et Nterminaux < 


2. Le segment correspondant au bras proximal (résidus 1210- 
1516; Fig. 12-56c), dont la structure fut déterminée par Peter 
Hwang et Robert Fletterick, comporte 24 hélices & successives 
disposées comme dans le zigzag @ décrit ci-dessus, mais plus 
régulièrement, qui forment une superhélice de pas à droite en 
forme de tige. La rigidité de ce motif est attribuée à son noyau 
hydrophobe continu et à l'interdigitation serrée de ses chaînes laté- 
rales là où se touchent les hélices & antiparallèles qui le traversent 
(Section 8-3B). 


Les positions de ces segments dans la HC de clathrine sont indi- 
quées dans la Fig. 12-564. 

D'après les alignements de séquence et de structure, les résidus 
537 à 1566 de la HC forment sept répétitions dans la chaine 
lourde de clathrine (CHCR) de -145 résidus disposés en tandem 
et qui contiennent chacune 10 hélices (le segment du bras proximal 
décrit ci-dessus comporte l'entièreté de CHCR6 plus les parties C- 
et N-terminales de CHCRS et de CHCR7; Fig. 12-56c). Il semble 
donc que le bras complet de HC consiste en une superhélice en 
extension d'hélices « reliées entre elles. Cependant, les bras du tris- 
kélion manifestent une souplesse considérable (Fig. 12-54), néces- 
saire à la formation de vésicules de tailles différentes et au bour- 
geonnement d'une vésicule à partir d’une surface membranaire, 
lequel s'accompagne d'un important changement dans sa courbure, 
La flexion de la HC semble impliquer essentiellement un segment 
du coude situé entre entre les bras proximal et distal et qui n'entre 
pas en contact avec d'autres molécules de la cage de clathrine. 


(b) Domaine N-terminal 
et connecteur 


Bras distal 
(495-1073) 
Chaîne lourde 
Coude 
Chaïne 
Bras proximal légère 


(1074-1552) 


Extrémité C-terminale 
et domaine de trimérisation 
(1553-1675) 


projetant vers l'intérieur. De telles cages peuvent présenter des dimen- 
sions très différentes (selon le nombre d'hexagones): celle montrée ici 
n'a que 600 À de diamètre environ, alors que les vésicules membra- 
neuses tapissées de clathrine ont 1200 À de diamètre ou plus. [Micro- 
graphie électronique due à Barbara Pearse et avec la permission de 
HT. McMahon, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, 
U.K.] (b) Diagramme d'un triskélion indiquant ses composantes struc- 
turale<. 
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FIGURE 12-56 Structure de la chaine lourde de clathrine, (a) Struc- 
ture par rayons X du domaine N-1erminal et d'une partie du segment de 
connexion de La HC de rat, Le domaine N-terminal forme un propulseur 
b à 7 pales (er jaune) vu ici de côté, et le segment de connexion (em 
rouge) est un zigzag a. (b) Le propulseur vu du dessus selon son axe de 
pseudo-ordre sept. [Parties a et b avec la permission de Tomas Kirchhau- 
sen, Harvard Medical School, PDBid 1BPO.] (c) Structure par rayons X 
des résidus 1210 à 1516 de la HC de clathrine bovine avec la partie N- 
terminale à gauche. Les hélices sont alternativement en jaune et en vert, 
sauf pour les trois hélices N-terminales qui sont en gris pour indiquer que 
leur résolution laisse à désirer. Les régions CHCRS, CHCR6 et CHCR7 
sont respectivement soulignées en rouge, en vert et en violet. [Avec la 
permission de Peter Hwang, University of California at San Francisco, 
PDBid 1B89.] (d) Schéma d'une chaîne lourde de clathrine montrant la 
position de son propulseur b N-terminal (en magenta), du segment de 


Le segment proximal présente de vastes zones de surface 
hydrophobe qui suivent les cannelures entre hélices adjacentes. 
Ceci suggère que l'association, sur toute leur longueur, de deux 
bras proximaux dans une cage de clathrine (Fig. 12-55a) est stabi- 
lisée par l'enfouissement de ces zones hydrophobes suite à l'em- 
pilement complémentaire des hélices d'un bras proximal dans les 
cannelures d'un autre. 

Les chaînes légères (LC) ne sont pas requises pour l'assem- 
blage d'une cage de clathrine. En fait, les LC inhibent la polymé- 
risation in vitro des HC, ce qui suggère qu'elles jouent un rôle 


régulateur en empêchant l'assemblage inapproprié de cages de cla- 
thrine dance Le evtnenl Ta etemeture nar ravone X de la HO Au hrac 


CHCR6 


connexion en zigzag a qui suit (er bleu), et du segment correspondant au 
bras proximal (en bleu-vert), [Avec la permission de Barbara Pearse, 


MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, U_K.] 


proximal, qui recouvre le site de liaison de la LC, montre une 
imposante gorge basique dans laquelle se lieraient les LC qui sont 
très acides. En effet, un homologue musculaire de HC de clathrine, 
identique à 84 % quant à la séquence mais où trois résidus de cette 
gorge ne sont plus basiques, ne peut lier les LC. On conclut que la 
liaison des LC prévient la formation, entre les HC, des ponts salins 
qui stabilisent la formation de la cage. Les séquences de LCa et de 
LCb sont identiques à 60%. Leurs segments qui diffèrent corres- 
pondent à des régions ne participant pas à la liaison des HC, et 
contiennent donc sans doute des sites de liaison pour des facteurs 
cytosoliques de régulation du détapissage des vésicules (voir ci- 
decerme) 
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Triskélions 


/ Cage de clathrine 


en transit membranaire 
2.A bi de protéines 
, : Dynamine 
FIGURE 12:57 Formation des vésicules tapissées de clathrine. (1) L'échange, stimulé par 
ARNO, du GDP lié à ARFI pour du GTP libère le groupement myristoyl N-terminal qui était 


enfoui dans la protéine au sein du complexe ARFI » GDP, et permet l'insertion de ce groupe- 
ment dans ls membrane. (2) Une fois associé à la membrane, ARFI + GTP lie des protéines 
adapratrices (AP). Celles-ci, à leur tour, lient les chaînes lourdes de clathrine, ce qui conduit 
à La formation du manteau de clathrine et entraîne le bourgeonnement de la vésicule à partir 
de In membrane, De plus, les AP lient les récepteurs transmembranaires de protéines 

À transporter ainsi que des protéines transmembranaires en transit. (3) La vésicule est 
libérée de li membrane sous l'action de la dynamine, une GTPase. (4) Peu de temps 

après, le manteau de clathrine et les AP se dissocient de la vésicule. 


c. Les vésicules tapissées de clathrine participent également 

à l'endocytose 

Les CCV, comme nous l'avons vu, transportent les protéines 
TM ou sécrétées du réseau trans-Golgi (TGN) à la membrane 
plasmique (Fig. 12-51). Les CCV participent également à l'endo- 
cytose (étudiée dans la Section 12-5B). Dans ce cas, elles gobent, 
par invagination d'une partie de la membrane plasmique, des pro- 
téines spécifiques dans le milieu extracellulaire et les transportent 
vers leur destination intracellulaire particulière. 


d. La formation des CCV est un processus com 

La formation des CCV comporte quatre étapes (Fig. 12-57) 
illustrées ci-dessous : (1) déclenchement, (2) assemblage, (3) libé- 
ration, et (4) détapissage, 


1. Déclenchement : l'activation de ARF1. La formation des 
vésicules commence par la liaison, à la membrane, de la petite 
(IST résidus) GTPase myristoylée appelée ARF1 (facteur de / 
ribosylation de l'ADP car décrite pour la première fois comme 
cofacteur d'ADP-ribosylation, catalysée par la toxine du choléra, 
de GTPases appelées protéines G hétérotrimériques ; Section 19- Fur COTE MERE UT ES 
2). Les ARF sont des membres de la superfamille Ras (Ras est une « 
vetite (TPuce oui narticine à la sienalisation intracellulaire : Sec- à pissag 
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FIGURE 12-58 Structure par rayons X de (a) ARF1 + GDP et de (b) 
ARFI + GDPNP. (Le GDPNP est un analogue non hydrolysable du GTI 
où l'atome O qui relie les atomes de phosphore b et g du GTP est rem- 
placé par un groupement NH). Les nucléotides liés sont en bätonnets (+ 
blanc) avec les atomes de phosphore en magenta et leurs ions Mg°* 
représentés par des sphères couleur lavande, Dans ARFI + GDP, l'hélice 
N-terminale de la protéine (en rouge) ainsi que le groupement myristoyl 
qui lui est attaché (absent des structures par rayons X} se lient à la sur- 
face de la protéine dans un sillon hydrophobe peu profond formé en pa 
tie des résidus de la boucle 13. Cependant, le remplacement du GDP par 


et situées dans le cytosol, mais associées au GTP elles se lient aux 
membranes par insertion de leur groupement myristoylé N-termi 
nal dans la bicouche lipidique (Section 12-3B). La comparaison 
des structures par rayons X de ARFI + GDP et de ARFI + GTP, 
déterminées par Dagmar Ringe et Jonathan Goldberg, explique ce 
phénomène : l'hélice N-terminale de ARFI + GDP, ainsi que le 
groupement myristoyl qui y est attaché, se replient dans un sillon 
étroit de la protéine (Fig. 12-58a), sillon absent chez ARF1 + GTP 
(Fig. 12-58b), 

Le facteur d'échange des nucléotides guanyliques (GEF) de 
ARFI est appelé chez l'homme ouvre-site de liaison des 
nucléotides pour ARF (« ARF nucleotide-binding site opener » 
ou ARNO, 399 résidus), Il contient un domaine d'environ 200 
résidus semblable à la protéine très conservée appelée Sec7 chez 
la levure. Si l’on incube ARNO ou son domaine Sec7 isolé avet 
de l'ARFI + GDP myristoylé, il ne catalyse l'échange des 
nucléotides que si des micelles lipidiques sont également pré 
sentes, ce qui suggère qu'ARNO doit se trouver sur une surface 
membranaire pour être actif, De fait, ARNO contient un 
domaine d'homologie avec la pleckstrine (domaine PH) 
module d'environ 100 résidus trouvé dans de nombreuses pro 
téinpe (Caption 10120" pt uni lin Le nhnenhalinids snmembhranaires 


{ 


du GDPNP induit (et c'est sans doute ke cas avec le GTP) une modifica- 
résidus 37 à 53 (en jaune) qui déplace de 
eux résidus le segment b2 le long du segment b3, un décalage de 7 À. 


on Conformationnelie duns k 


Le mouvement de la boucle L3 qui en résulte élimine le ste de liaison 
pour l'extrémité N-terminale, ce qui rend le groupement myristoyl dispo- 
ble pour son insertion dans la membrane (les résidus 1-17 du complexe 
ivec le GDPNP sont désorganisés), [Avec la permission de Jonathan 
Goldberg, Memorial Sloun-Kettering Cancer Center, New York. Structure 
par rayons X de ARF1 + GDP déterminée par Dagmar Ringe, Brandeis 
University. PDBid 1HUR. 
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP;) 


rare appelé (PIP,), 
lequel est aussi un précurseur de molécules participant à la signa- 
lisation intracellulaire (Section 19-4A), 


phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 


2. Assemblage: des protéines adaptatrices arriment au 
manteau de clathrine les protéines à transporter, Une fois lié à 


la membrane, ARFI + CTP assure le recrutement de protéines 
adantatrinee { À Di à lu eurfars dla Lo membranes (he AD Kant Loc 
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Motifs YXX® 
d'internalisation 


FIGURE 12-59 Schéma de l'hétérotétramère AP2. API a une structure 
semblable. [D'après Pearse, B.M., Smith, C.J., and Owen, DJ., Curr. 
Opin. Struct. Biol. 10, 223 (2000).] 


HC de clathrine ainsi que, soit des protéines à transporter de type 
TM, soit des récepteurs qui eux-mêmes lient sélectivement à l'in- 
térieur de la vésicule des protéines à transporter de type soluble. 
Les AP occupent le noyau de la CCV et forment en fait l'armature 
sur laquelle s’édifie la cage de clathrine. Les AP se lient à la cla- 
thrine via son domaine propulseur $ N-terminal (Fig. 12-56a), 
domaine qui forme les se projetant à l'intérieur des 
cages de clathrine (Fig. 12-55a). Les sillons situés entre les pales 
du propulseur à la face supérieure de celui-ci (Fig. 12-56b) consti- 
tuent probablement le site de liaison des AP. 

API est l'AP principale des vésicules tapissées provenant du 
TGN, alors que son homologue AP2 prédomine dans les vésicules 
d'endocytose (ne pas confondre AP1, AP2 et AP4 avec les facteurs 
de transcription du même nom). Ces deux AP sont des hétéroté- 
tramères : AP1 est constitué des sous-unités y, B1 (-110 kD cha- 
cune), u1 (-50 kD), et o1 (-17 kD), alors que les sous-unités cor- 

d'AP2, mieux caractérisée, sont @, 2, 12 , et 62 
(Fig. 12-59). Des études par microscopie électronique et rayons X 
montrent que les grosses sous-unités comportent chacune un tronc 
et un domaine accessoire reliés par une région charnière souple et 
sensibles aux enzymes protéolytiques (Fig. 12-59), Dans AP2, la 
région charnière de B2 se lie au propulseur B de la clathrine, alors 
que les domaines cytoplasmiques des protéines cibles se lient le 
plus fréquemment à 112 via des séquences de type YXXQ (où à 
représente un volumineux résidu hydrophobe), mais parfois au 
tronc de B2 via des séquences de type D/EXXXLL. C'est pour- 
quoi l’excision protéolytique du domaine accessoire d'AP2 
empêche l'assemblage des manteaux de clathrine, alors que le 
tronc restant d'AP2 peut encore se lier à des membranes qui 
contiennent des protéines porteuses d'un signal d'internalisation 
YXX6. On a identifié d'autres AP, comme AP3, AP4 et AP180, 
mais elles sont mal caractérisées. 

3. Libération : le détachement de la vésicule est assuré par 
la dynamine. 

Le bourgeonnement d'une CCV de sa membrane d'origine 


semble provoqué mécaniquement par la formation de la cage de 
clathrine Cependant la cénaration proprement dite du houreeon 


tapissé, de cette membrane, pour former une vésicule tapissée 
requiert l'intervention d'une GTPase de -870 résidus, la dyna- 
mine. La dynamine contient un domaine PH de liaison de PIP, 
qui recrute la dynamine à la membrane. Lorsqu'elle lie le GTP, 
la dynamine forme un oligomère hélicoïdal qui s'enroule autour 
de la base de la vésicule bourgeonnante et force ainsi cette 
région à s'engager dans un tube mince (Fig. 12-60). Cette oli- 
gomérisation, ainsi que la présence de PIP,, stimule l'hydrolyse, 
par la dynamine (laquelle contient un domaine GAP), du GTP 
qui lui est associé, provoquant ainsi l'allongement du pas de 
l'hélice de l'oligomère. Cependant, on comprend mal comment 
ceci libère la vésicule de la membrane. 


4. Détapissage : le recyclage de la clathrine et des pro- 
téines adaptatrices. Peu de temps après la formation d'une 
CCV, la clathrine est libérée sous forme de triskélions, qui sont 
recyclés pour contribuer à la formation de nouvelles vésicules 
tapissées, [Noter qu’ un faible mouvement horaire d'un triskélon 
le détachera de sa cage de clathrine (voir les flèches autour du 
triskélion en jaune dans la Fig. 12-55a)]. Ce processus fait inter- 
venir l'ATPase Hsc70, un homologue du chaperon Hsp70 (Sec- 
tion 9-2C) présent chez tous les eucaryotes. Suite à l'hydrolyse 
de l'ATP, Hsc70 forme avec les triskélions un complexe qui 
pourrait faciliter l'assemblage de nouvelles CCV. La libération 
de la clathrine des vésicules néo-formées est suivie de celle des 
AP, mais on ne connaît pas les facteurs impliqués (s'il y en a). 
On peut penser, mais ceci reste à prouver, que ce détapissage des 
vésicules est déclenché par l'hydrolyse en GDP du GTP lié à 
ARF1, libérant ainsi ARFI de la membrane et l'empêchant de 
lier une AP. Quoi qu'il en soit, le tapissage des vésicules par la 
clathrine et leur détapissage doivent être étroitement contrôlés, 
car ces deux processus sont simultanés. 


FIGURE 12-60 Micrographie électronique d'une vésicule tapissée en 
train de bourgeonner. La préparation a été incubée avec du G s, un 
analogue non hydrolysable du GTP (où un atome O terminal sur l'atome 
du phosphore g du GTP est remplacé par S), et exposée à des anticorps 
anti-dynamine marqués à l'or (points noirs). Noter que la dynamine 
entoure un long tube étroit à La base de la vésicule en bourgeonnement 
qui ne s'est pas encore détachée de la membrane. [Avec la permission de 
Pietro De Camilli Yale Universitv School! of Medicine ! 
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Plusieurs protéines régulatrices ou accessoires, dont on ignore 
la fonction précise, ont été impliquées dans la formation des 
CCV. De plus, nombre de protéines décrites ci-dessus existent sous 
plusieurs isoformes. Cette formation est donc loin d’être parfaite- 
ment comprise. 


e. L'assemblage des vésicules tapissées de COPI ou de 
COPII ressemble à celui des vésicules tapissées de 
clathrine 
L'assemblage des vésicules tapissées de COPI ou de COPII, 

élucidé en grande partie par Randy Schekman, ressemble à celui 

des CCV: 


L Déclenchement : celui des vésicules tapissées de COPI est 
identique à celui des CCV : recrutement de ARFI à la membrane 
suite à l'échange, assuré par ARNO, du GDP associé à ARFI, 
par du GTP (Fig. 12-57, Étape 1). Le déclenchement de l'as- 
semblage des vésicules tapissées de COPII est un processus sem- 
blable, mais qui implique d'autres protéines : le petite GTPase 
est ici Sarlp, et l'échange de son GDP pour du GTP est assuré 
par le GEF transmembranaire Secl2p. 


2. Assemblage: ARFI + GTP recrute, en quantités stoechio- 
métriques, des coatomères intacts pour former des vésicules 
tapissées de COPI. La plupart des 7 sous-unités du coatomère 
COPI ont des homologues dans le système clathrine et fonc- 
tionnent de même: les COP B, y, à, et & correspondent respec- 
tivement aux sous-unités B, &, u, et © d'AP2 (Fig. 12-59), et 
les COP «& et € correspondent aux chaînes lourdes et légères de 
clathrine. Pour former le revêtement de COPII, Sarlp + GTP 
recrute Sec23/24p, qui recrute à son tour Sec13/31p. 


3. Libération : les vésicules tapissées de COPI ou de COPII 
se détachent spontanément par bourgeonnement de leur mem- 
brane d'origine. Contrairement à la libération des CCV, ceci ne 
semble pas nécessiter d'analogue de la dynamine. 


4. Détapissage : comme pour les CCV, les vésicules tapis- 
sées de COPI ou de COPII perdent leur revêtement peu de temps 
après leur relargage de la membrane d'origine, Ceci serait 
déclenché par l'hydrolyse du GTP lié à ARFI et à Sarlp, ce qui 
affaiblit la liaison de CPOI et de COPII à leurs vésicules res- 
pectives. La GAP pour les vésicules COPI, une protéine de 415 
résidus appelée ARF GAP, semble être un constituant du man- 
teau de COPI. Pour les vésicules COPII, SEC23p est la GAP de 
Sarlp. 


f. Les protéines sont envoyées vers les lysosomes par des 

marqueurs de reconnaissance glucidiques 

Une fois dans le RE, comment les protéines sont-elles triées 
en vue de leur transport dans l’appareil de Golgi, et de là vers 
leurs destinations membranaires respectives? C'est une défi- 
cience humaine héréditaire qui a permis d'en élucider le méca- 
nisme. Îl s'agit de la mucolipidose de type II ou I-cell disease 
(E pour inclusion, cf, ci-dessous). Chez les homozygotes, cette 
maladie, mortelle avant la dixième année, est caractérisée par un 
retard psychomoteur progressif sévère et des déformations du 
squelette. Les lysosomes des tissus conjonctifs de ces malades 
contiennent de vastes inclusions de glycosaminoglycanes et de 
glycolipides, dues à l'absence de plusieurs hydrolases lysoso- 
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séquence en acides aminés correcte, mais au lieu d'être dirigées 
vers les lysosomes, elles sont sécrétées dans l'espace extracellu- 
laire. Cette erreur d'aiguillage vient de l'absence du marqueur 
de reconnaissance mannose-6-phosphate qui se trouve normale- 
ment sur le (ou les) motif(s) oligosaccharidique(s) de ces hydro- 
lases, absence due au dysfonctionnement d'une enzyme indis- 
pensable pour la phosphorylation du mannose. Normalement, les 
résidus mannose-6-phosphate sont reconnus et liés par un récep- 
teur qui se trouve dans les vésicules tapissées qui transportent 
les hydrolases lysosomiales de l'appareil de Golgi aux lysosomes 
(Section 23-3B). Il est probable que d’autres glycoprotéines 
soient dirigées vers leurs sites intracellulaires par des marqueurs 
glucidiques semblables. 


g. Les protéines propres au RE ont une séquence 

C-terminale KDEL 

Chez les mammifères, la plupart des protéines solubles 
propres au RE présentent la séquence C-terminale KDEL 
(HDEL chez la levure), KKXX ou KXKXXX (où X représente 
un résidu quelconque), dont la modification entraîne la sécré- 
tion de la protéine résultante. Par quels moyens ces protéines 
sont-elles retenues dans le RE ? Puisque la plupart des protéines 
propres au RE diffusent librement à l'intérieur de celui-ci, il 
semble improbable qu'elles soient immobilisées par un récep- 
teur membranaire dans le RE. On a montré, en fait, que ces 
protéines, tout comme les protéines sécrétées et les protéines 
lysosomiales, quittent facilement le RE dans des vésicules 
COPII, mais qu'elles sont ensuite retirées du Golgi et renvoyées 
au RE dans des vésicules COPI. De fait, le coatomère se lie 
aux résidus Lys du motif C-terminal KKXX des protéines trans- 
membranaires, ce qui lui permet vraisemblablement de rassem- 
bler ces protéines dans des vésicules COPIL. De plus, si on fixe 
par génie génétique la séquence KDEL à la protéase lysoso- 
miale cathepsine D, celle-ci s'accumule dans le RE, ce qui ne 
l'empêche pas d'acquérir un groupement N-acétylglucosaminyl- 
1-phosphate, une modification qui intervient dans le cis-Golgi. 
Il est probable qu'un récepteur membranaire d'un compartiment 
post-RE se lie au signal KDEL,, puis que le complexe résultant 
retourne au RE dans une vésicule COPI. Des récepteurs 
KDEL ont d'ailleurs été identifiés dans la levure et chez 
l'homme. Cependant, le fait que des protéines KDEL aux- 
quelles on a retiré leur séquence KDEL par délétion, sont sécré- 
tées relativement lentement, suggère qu'il existe des méca- 
nismes de rétention de ces protéines dans le RE, qui les 
soustraient activement à la masse des protéines qui empruntent 
la voie sécrétoire. 


D. Fusion des vésicules 


Les vésicules qui se déplacent sur de courtes distances (<1 jam) 
entre leur membrane d'origine et leur membrane cible (p. ex. 
entre des citernes voisines du Golgi), le font par simple diffu- 
sion, ce qui prend une à plusieurs minutes. Cependant, les vési- 
cules qui ont de plus longues distances à parcourir (p. ex du 
TGN à la membrane plasmique) sont transportées activement le 
long des microtubules du cytosquelette (Section 1-2A) par des 
motrices protéiques, la dynéine et la kinésine, qui parcourent 
(dans un seul sens) les «rails» des microtubules, un processus 
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a. La fusion des vésicules est la plus facile à étudier chez la 
levure et dans les synapses 

En arrivant à sa membrane cible, la vésicule fusionne avec elle 
et décharge ainsi son contenu de l'autre côté de la membrane (Fig. 
12-53). Comment les vésicules fusionnent-elles, et pourquoi ne 
fusionnent-elles qu'avec leur membrane cible et non avec d'autres 
membranes ? Deux stratégies expérimentales ont permis d'aborder 
ces questions, la dissection génétique de ce processus chez la 
levure, et son analyse biochimique dans les synapses, jonctions 
entre neurones (cellles nerveuses) et entre neurones et muscles 
(Fig. 12-61). 

Lorsqu'un influx nerveux dans la cellule présynaptique atteint 
la synapse, il déclenche la fusion des vésicules synaptiques conte- 
nant le neurotransmetteur avec la membrane présynaptique 
(région spécialisée de la membrane plasmique du neurone). Ceci 
libère le neurotransmetteur (une petite molécule) dans la fente 
synaptique, large d'environ 200 À (le processus par lequel les 
vésicules membraneuses fusionnent avec la membrane plasmique 
pour décharger leur contenu à l'extérieur de la cellule est appelé 
exocytose). Le neurotransmetteur diffuse rapidement à travers la 
fente synaptique vers la membrane postsynaptique où il se lie à des 
récepteurs spécifiques qui assurent ainsi la reprise de l'influx ner- 
veux dans la cellule postsynaptique (Section 20-5C). Lorsqu'on 
homogénéise du tissu nerveux, ses terminaisons présynaptiques se 
détachent par épincement et forment spontanément des vésicules 
fermées appelées synaptosomes, que l'on peut facilement isoler 
par ultracentrifugation en gradient de densité en vue de leur étude 
ultérieure. 


b. La fusion des vésicules requiert les actions coordonnées 

de plusieurs protéines 

Les membranes biologiques ne fusionnent pas spontanément. 
Comme elles sont chargées négativement, elles se repoussent for- 
tement dès qu'elles se rapprochent. Leur fusion exige donc l'an- 
nulation de ces forces de répulsion. Comme nous allons le voir, on 
commence à comprendre ce processus complexe. 

C'est Rothman qui a ouvert la voie aux études de la fusion des 
vésicules en montrant qu'elle est bloquée par de faibles concen- 
trations de N-éthyimaléimide (NEM), 
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FIGURE 12-61 Transmission des influx nerveux à travers une fente 
synaptique. (a) Micrographie électronique de la jonction neuromuscu- 
laire de grenouille, dans laquelle les vésicules synaptiques subissent une 
exocytose (flèches) au niveau de la membrane présynaptique (er haut). 
[Avec la permisson de John Heuser, Washington University School of 
Medicine, St. Louis, Missouri]. (b) Le neurotransmetteur, libéré ainsi 
dans la fente synaptique, diffuse rapidement (<0,1 ms) vers la membrane 
postsynaptique où il se fixe sur des récepteurs transmembranaires, ce qui 
déclenche un nouvel influx nerveux. 


un agent alkylant des cystéines. Ceci révélait l'existence d'une 
protéine de la fusion, sensible à la NEM (NSF). La NSF est une 
ATPase cytosolique qui ne se lie à la membrane que moyennant la 
présence d'une protéine soluble d'accrochage de la NSF 
(SNAP), Les SNAP se lient aux membranes en absence de NSF, 
ce qui montre qu'elles se lient avant la NSF. Les SNAP se lient aux 
membranes même soumises à l'extraction alcaline ; les récepteurs 
des SNAP (SNARE) sont donc des protéines intrinsèques ou des 
protéines liées à des lipides. 

Il semble bien que trois classes de protéines participent à toutes 
les réactions de fusion des vésicules : 


1. Les protéines Rab, petites GTPases de la famille Ras qui, 
suite à leur liaison du GTP, viennent s'ancrer dans la membrane de 
la vésicule par l'intermédiaire de deux groupements géranylgéra- 
nyl (Section 12-3B). La fonction de Rab + GTP est de reconnaître 
la membrane cible de la vésicule et de former avec elle une asso- 
ciation relativement lâche, une «tenue en laisse » («tethering ») 
dont le mécanisme est mal compris. On trouve dans les cellules de 
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nombreuses isoformes de Rab. 11 chez la levure et 63 chez les 
humains, chacune étant confinée dans un compartiment membra- 
naire particulier. Lors de la fusion vésiculaire, Rab hydrolyse le 
GTP lié, le complexe Rab + GDP qui en résulte quitte la membrane 
pour être transféré sur une nouvelle vésicule où le GDP est rem- 
placé par du GTP, et le cycle recommence. D'après certaines don- 
nées, les protéines Rab assurent également les interactions des 
vésicules avec le cytosquelette pour le transport de celles-ci vers 
leurs destinations respectives. 


2. Les SNARE, qui forment des combinaisons spécifiques de 
protéines associées aux membranes appelées R-SNARE et 
Q-SNARE, parce que leur domaine cytoplasmique contient des 
résidus conservés Arg et Gln (on les appelait auparavant 
v-SNARE et t-SNARE car associés respectivement à la membrane 
vésiculaire et à la membrane cible). Les SNARE les mieux carac- 
térisés sont ceux des synapses neuronales : la synaptobrévine (ou 
VAMP pour «vesicle associated membrane protein») est un 
R-SNARE, tandis que la syntaxine et la SNAP-25 (pour « syrap- 
tosome associated protein of 25 KD ») sont des Q-SNARE. Les 
R-SNARE et les Q-SNARE s'associent pour ancrer solidement la 
vésicule à sa membrane cible, un processus appelé « accostage » 
(docking). Ces complexes d'accostage, décrits ci-dessous, finissent 
par se dissocier sous l'action de la NSF associée à une protéine 
SNAP. (Noter que SNAP-2$ n'est pas une protéine SNAP ; c'est 
par coïncidence que le même acronyme fut attribué à ces deux pro- 
téines caractérisées indépendamment, avant qu'on ne se rende 
compte qu'elles fonctionnaient malgré tout en association). 


3. Les protéines SM (car appelées Secl chez la levure et 
Munc18 chez les mammifères) qui, dans les synapses se lient à la 
syntaxine pour empêcher celle-ci de lier la synaptobrévine et 
SNAP-25, Des études par mutation montrent que ces protéines 
hydrophiles de 65 à 70 kD sont essentielles pour la fusion vésicu- 
laire. 


c. Les SNARE forment un faisceau stable de quatre hélices 
La synaptobrévine, un R-SNARE, et les Q-SNARE que sont la 
syntaxine et SNAP-25 forment un complexe si stable qu'il faut le 
porter à ébullition dans le SDS pour le dissocier. La synaptobré- 
vine et la syntaxine ont toutes deux une hélice TM C-terminale et 
SNAP-25 est ancrée dans la membrane via des groupements pal- 
mitoyl portés par des résidus Cys de sa région centrale. La struc- 
ture par rayons X des parties associées au sein de ce complexe a 
été déterminée par Reinhard Jahn et Axel Brünger (Fig. 12-624). 
Il s'agit d'un faisceau de quatre hélices & parallèles de -65 rési- 
dus, dont deux sont formées par les segments N- et C-terminaux 
de SNAP-25, Le fait que la synaptobrévine est ancrée dans la 
membrane de la vésicule et que la syntaxine et SNAP-25 le sont 
dans la membrane cible, explique comment ce complexe 
« central » unit fermement les deux membranes (Fig. 12-62h). 
Les quatre hélices du complexe central s'enroulent l'une autour 
de l’autre avec une légère torsion de pas à gauche. Comme attendu, 
la séquence de chaque hélice présente pour l'essentiel la répétition 
de 7 résidus (a-b-c-d-e-f-g), où les résidus a et d sont hydrophobes 
(noter que cette propriété est caractéristique des faisceaux à 4 ou à 
3 hélices ainsi que des spires enroulées). Cependant la couche cen- 
trale de chaînes latérales tout au long du faisceau de 4 hélices est 
constituée d'un résidu Arg de la synaptobrévine uni par liaisons 
hvdrogène à trois chaînes latérales de Gln. une de la svntaxine et 


FIGURE 12-62 Structure par rayons X du complexe central syn- 


taxine- AP-25, (a) Diagramme en ruban montrant 
l'hélice de la syntaxine (Sx) en rouge, l'hélice de la synaptohrévine (Sb) 
en bleu, et les hélices N- et C-terminales de SNAP-25 (Sn! et Sn2) en 
vent. (b) Modèle du complexe de fusion synaptique unissant deux memn- 
branes (en gris). Les hélices du complexe central sont colorées comme 
dans la Partie 4. Les extensions C-terminales trunsmembranaines de ln 
syntaxine et de la synaptobrévine sont modélisées comme des hélices 
(jaune-vert), La boucle (en brun) qui relie les hélices N-et C-ermunales 
de SNAP-25 est représentée sans structure précise, faute d'information. 
Se rappeler que cette boucle est ancrée dans la membrane pur des grou- 
pements palmitoyl portés par des Cys, Les flèches indiquent les sites de 
clivage par les neurotoxines de Clostridia. [Avec la permission d'Axel 
Brünger, Yale University. PDBid 1SFC.] 


tement conservés sont isolés de l'environnement aqueux de sorte 
que leurs interactions sont renforcées par la faible constante diélec- 
trique de leur propre environnement. Il semble donc bien que ces 
interactions aient pour effet d'amener en phase les quatre hélices 
du faisceau. 

Puisque les cellules de mammifères contiennent 30 SNARE 
différents, on peut penser que leurs interactions sont, en partie du 
moins, responsables de la spécificité de fusion des vésicules avec 
leur membrane cible respective. Rothman a montré que c'est bien 
le cas en déterminant in vitro la vitesse de fusion de liposomes por- 
teurs de différents SNARE. Il a ainsi testé tous les R-SNARE pré- 
dits par le génome de levure en les associant séparément aux 
Q-SNARE connus pour leur localisation dans le Golgi, la vacuole 
ou la membrane plasmique de la levure. La fusion des liposomes 
ne se produit alors qu'avec les combinaisons de R-SNARE et de 
Q-SNARE correspondant à celles qui assurent le flux membranaire 
in vivo. Cependant, des mécanismes supplémentaires semblent 
intervenir in vivo pour auementer la enécificité de la fusion vési- 
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FIGURE 12-63 Structure générale des neurotoxines de Clostridia et 
leur activation par des protéases de l'hôte. Le pont disulfure qui relie 
les segments L et H est scindé après captage de la neurotoxine par le 
neurone cible. 


respondants dans certaines régions de la cellule ainsi que l'action 
de protéines régulatrices, dont les protéines Rab (voir ci-dessus), 
comme nous le discutons plus loin. 


d. Les toxines tétanique et botulique scindent 
spécifiquement les SNARE 

Les maladies infectieuses souvent mortelles que sont le téta- 
nos (suite à la contamination d'une plaie) et le botulisme (une 
intoxication alimentaire) sont provoquées par des bactéries anaé- 
robies du genre Clostridium, Ces bactéries produisent des neuro- 
toxines extrêmement puissantes qui inhibent la libération de neu- 
rotransmetteurs dans les synapses. Les toxines botuliques sont 
d'ailleurs les plus puissantes toxines connues : 10 millions de fois 
plus toxiques que le cyanure (1071 g + kg”! tue une souris). 

Il existe 7 types sérologiques de neurotoxines botuliques appe- 
lés BoNT/A à BoNT/G, et un type de neurotoxine tétanique, 
TeTx. Chacune de ces protéines homologues est synthétisée en 
une chaîne polypeptidique de -150 kD, laquelle est scindée par des 

de l'hôte pour donner une chaîne L de -50 kD et une 
chaîne H de -100 kD qui restent unies par un pont disulfure (Fig. 
12-63). Les chaînes H sont spécifiques de certains types de neu- 
rones (auxquels elles se lient via des récepteurs de nature ganglio- 
sidique ou protéique) où elles facilitent le captage de la chaîne L 
par endocytose. Les chaînes L sont des protéases, chacune clivant 
son SNARE cible à un site spécifique (Fig. 12-62b). Ceci prévient 


la formation du complexe central et arrête ainsi l'exocytose des 
vésicules synaptiques. La chaîne H de TeTx se lie spécifiquement 
à des neurones inhibiteurs (dont la fonction est de diminuer les 
influx nerveux excitateurs), ce qui explique la paralysie spastique 
typique du tétanos. Au contraire, les chaînes H des BoNT se lient 
à des neurones moteurs (innervant les muscles) et provoquent ainsi 
la paralysie flasque caractéristique du botulisme. 

Une indication médicale de la toxine botulique (commerciali- 
sée sous le nom de Botox) est d'en administrer des quantités soi- 
gneusement contrôlées pour lever certains types de spasmes mus- 
culaires chroniques. Cette toxine a également un intérêt 
cosmétique : son injection cutanée relâche les petits muscles qui 
causent les rides, et celles-ci peuvent alors disparaître pour -3 
mois. 


e. La fusion des bicouches lipidiques peut être catalysée 

par des protéines spécifiques 

L'association des Q-SNARE d'une vésicule à un R-SNARE 
de sa membrane cible rapproche étroitement les bicouches, pour 
former un complexe trans-SNARE. Mais par quoi la fusion de 
ces bicouches est-elle provoquée ? Une possibilité est que les 
contraintes mécaniques résultant de la formation d'un anneau de 
plusieurs complexes trans-SNARE expulsent de leur bicouche 
des molécules lipidiques situées à l'intérieur de l'anneau, lipides 
qui formeraient une structure transitoire avec des lipides de la 
bicouche opposée de façon à réaliser la fusion des bicouches, De 
fait, nous avons vu que des liposomes contenant des Q- et R- 
SNARE correspondants, fusionnent. Cependant, ce phénomène 
prend de 30 à 40 minutes in vitro, alors qu'in vivo la fusion 
d'une vésicule synaptique avec la membrane présynaptique prend 
<0,3 ms (Section 20-5C). Ceci suggère que d'autres protéines 
catalysent la fusion des bicouches. De fait, il semble bien que la 
fusion des vacuoles de levure, qui est précédée de la formation 
de complexes trans-SNARE, soit catalysée par une protéine TM 
multimérique capable de former un pore appelée VO. Apparem- 
ment, la formation de complexes trans-SNARE rapproche les 
molécules de VO des deux membranes pour former un pore 
aqueux entre les deux vésicules (Fig. 12-64a) un peu comme 
pour les jonctions communicantes entre cellules adjacentes (Fig. 
12-40). On pense que l'élargissement radial du pore suite à 


FIGURE 12-64 Modèle de la fusion de 
vacuoles de levure. (4) La formation de com- 
plexes trans-SNARE (non représentés) induit 
la dimérisation de deux molécules de VO, pro- 
téines cylindriques (vues ici en coupe avec 
leur surface hydrophobe en vert et leur surface 
hydrophile en jaune) enchâssées dans des 
bicouches opposées. (b) Les sous-unités du 
dimère de VO se séparent dans le plan horizon- 
tal, ce qui permet aux lipides d'envahir le pore 
squeux, dit pore de fusion. (c) Le pore de 
fusion s'élargit, ce qui conduit les sous-unités 
de VO à se séparer également dans le plan ver- 
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l'écartement latéral de ses sous-unités permet aux lipides de s’in- 
sinuer entre celles-ci de sorte que les deux bicouches fusionnent 
(Fig. 12-64b.c). 


f. La structure du complexe nSecl-syntaxine suggère une 
fonction pour la protéine Rab 

La protéine neuronale SM, appelée nSecl, se lie fortement à 
la syntaxine pour former un complexe qui exclut la formation du 
complexe syntaxine-synaptobrévine-SNAP-25, La structure par 
rayons X de nSecl associée au domaine cytoplasmique de la 
syntaxine (Fig. 12-65), déterminée par William Weis, montre que 
cette partie de la syntaxine (une protéine de 288 résidus) forme 
un faisceau N-terminal de quatre hélices haut-bas-haut-bas. L'hé- 
lice C-terminale de la syntaxine (mais sans sa portion TM) 
adopte une conformation coudée et assez irrégulière, qui diffère 
de celle (montrée à la Fig. 12-62) qu'elle a dans le complexe 
central. Au contraire, le faisceau restant N-terminal de trois 
hélices est quasi superposable à la structure par RMN de ce seg- 
ment isolé, La protéine nSecl (594 résidus) est une molécule en 
forme d’arche qui lie la syntaxine, et en particulier son hélice 
C-terminale, dans le passage ménagé sous cette arche (Fig. 12- 
65c). 

Pour que le complexe syntaxine-synaptobrévine-SNAP-25 qui 
assure la fusion vésiculaire puisse se constituer, il faut que le 
complexe nSecl-syntaxine se dissocie et que le faisceau N-ter- 
minal de trois hélices de la syntaxine libère l'hélice C-terminale. 
Des études par mutation plaident pour l'intervention de la pro- 
téine Rab et/ou de ses effecteurs. On a donc proposé que la liai- 
son de Rab et/ou de ses effecteurs au complexe nSec1-syntaxine 
induit un changement conformationnel de nSecl, lequel conduit 
le faisceau N-terminal de trois hélices de la syntaxine à libérer 
l'hélice C-terminale, ce qui permet la formation du complexe 
SNARE. 


<—-30 A > 


FIGURE 12-65 Structure par rayons X du complexe nSecl-syn- 
taxine, (a) Diagramme en ruban de la syntaxine avec son faisceau N- 
terminal (Habc) de trois hélices en rouge-orange et sa partie cytoplas- 
mique, l'hélice C-terminale (H3; le segment qui fait partie du 
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g. NSF assure la dissociation du complexe central 

Le complexe SNARE au sein des membranes fusionnées, 
qu'on appelle complexe cis-SNARE, doit finalement se disso- 
cier afin que les protéines qui le constituent puissent participer 
à un nouveau cycle de fusion vésiculaire. Ce processus fait inter- 
venir NSF, une protéine cytosolique dont la fonction exige de 
l'ATP et qui se lie aux SNARE (récepteurs de SNAP, rappelons- 
le) par l'intermédiaire des protéines adaptatrices que sont les 
SNAP, On a d'abord pensé que c'est la dissociation du complexe 
cis-SNARE sous l'influence de NSF qui provoque la fusion des 
membranes. Il est à présent évident que le rôle de NSF est de 
recycler les SNARE après leur participation à la fusion des mem- 
branes, autrement dit NSF est un chaperon moléculaire ATP- 
dépendant. 

NSF est un hexamère de sous-unités identiques de 752 résidus. 
L'examen de la séquence et leur protéolyse ménagée montrent que 
chaque sous-unité comporte trois domaines : 


1. Un domaine N (car N-terminal) aux résidus 
1-205, qui assure les interactions de NSF avec les SNAP et les 
SNARE. 

2. Un domaine D1 (206-487) qui lie l'ATP et catalyse son 
hydrolyse, processus qui fournit l'énergie pour la dissociation du 
complexe cis-SNARE. 

3. Un domaine D2, C-terminal (488-752), homologue à D1. D2 
lie l'ATP avec une affinité très supérieure à D1, mais ne l’hydro- 
lyse que très lentement, voire pas du tout. D2 + ATP assure l’hexa- 
mérisation de NSF, laquelle est nécessaire à son activité. 


La structure par rayons X du domaine D2 de NSF a été déter- 
minée indépendamment par Weis et par Jahn et Brünger. Ses sous- 
unités en forme de coin s'associent pour former un hexamère en 
forme de disque (116 À de diamètre et 40 À de haut) qui présente 


ses trois domaines en différentes couleurs. (c) Le complexe nSec1-syn- 
taxine coloré comme dans les Parties a et b et vu de sorte que nSecl 
a pivoté de 90° autour de l'axe vertical par rapport à la Partie b. 
[Avec la permission de William Weis, Stanford University School of 
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FIGURE 12-66 Structure par rayons X de l’hexamère formé par les 
domaines D2 de NSF, vu de l'extrémité N-terminale dans son axe 
d'ordre six. Chaque sous-unité a une couleur propre, Les ATP liés sont 
en modèle « boules et bâtonnets ». [Avec la permission d'Axel Brünger, 
Yale University. PDBid INSF.] 


un pore central de -18 À de diamètre (Fig. 12-66). L'ATP se lie 
près de l'interface entre les sous-unités, où il contribue sans doute 
à stabiliser leur association. 

Des micrographies électroniques de NSF intact en présence 
d'ATP, prises par Jahn et John Euser, montrent, vues d'en haut, 
un anneau hexagonal de -120 À de diamètre avec une ouver- 
ture centrale de 30 à 50 À (Fig. 12-67a), et, vues de côté, un 
rectangle de 120 sur 150 À (Fig. 12-67b). La longueur de ce 
rectangle est à peu près deux fois la hauteur du disque D2. Ceci 
suggère que D1 forme un disque hexagonal semblable à D2 et 
empilé sur celui-ci. Comme l'aspect de NSF est le même en 
présence d'ADP, on pense que D1 hydrolyse rapidement en 
ADP, l'ATP qui lui est lié, Cependant, en présence d'ATPyS 
(où un S remplace un atome O terminal sur le phosphore y de 
l'ATP), un analogue non hydrolysable de l'ATP, NSF montre 6 
pieds globulaires serrés autour de l'anneau hexagonal, ici un 
peu plus petit (Fig. 12-67c). Puisque ces anneaux, mais pas les 
globules, sont observés dans les images des complexes D1-D2 
prises en présence d’ATPYS, les globules doivent correspondre 
aux domaines N. De toute évidence, lorsque D1 lie l’ADP, les 
domaines N se maintiennent fermement autour du disque cen- 
tral des hexamères DI et D2 empilés, mais ils sont libérés 
lorsque D1 lie l'ATP. 

On connaît très mal le mécanisme par lequel NSF dissocie le 
complexe cis-SNARE. Le complexe central SNARE (Fig. 12-67a), 
qui a la forme d'un bâtonnet de 20 à 25 À de diamètre, est trop 
large pour se loger dans le pore central de l’hexamère D2, qui n’a 
que 18 À de diamètre (et ceci vaut sans doute pour l'hexamère 
semblable D1), sans une modification importante de structure. Il 
est donc peu nrobhable aue le comnlexe central se lie dans la cavité 


FIGURE 12-67 Micrographies électroniques d'hexamères de NSF 
après cryo-décapage, Vues du dessus (a) et de côté (b) en présence 
d'ATP. (c) Vue du dessus en présence d'ATPgS. [Avec la permission de 
John Heuser, Washington University School of Medicine, St. Louis, Mis- 
souri.] 


centrale de NSF comme le fait le système chaperon GroEL-GroES 
pour ses substrats protéiques (Section 9-2C). De plus, des micro- 
graphies électroniques montrent que le complexe formé par SNAP 
et les trois protéines SNARE se lie à une extrémité de NSF en pré- 
sence d'ATPYS (mais ne se lie pas en présence d'ADP). Puisque 
des oligomères de NSF contenant des mélanges de domaines D1 
actifs et inactifs ne peuvent dissocier des complexes SNARE, on 
conclut que les sous-unités de NSF agissent de manière coopéra- 
tive. 


E. Adressage des protéines aux mitochondries 


Bien que les mitochondries contiennent des gènes fonctionnels 
et l’appareillage moléculaire pour la synthèse de protéines, leur 
génome ne code que quelques protéines de la membrane interne 
(13 chez les humains, 8 chez la levure). La grande majorité des 
protéines mitochondriales (>98 %), qui représentent 10 à 20% 
des protéines intracellulaires, sont codées par des gènes 
nucléaires et sont synthétisées par des ribosomes dans le cyto- 
sol. Elles doivent donc traverser une membrane mitochondriale, 
ou les deux, pour atteindre leur destination finale (Section 1-2A), 
Nous expliquerons ici comment les protéines sont importées dans 
les mitochondries et sont dirigées vers leur localisation correcte 
[la membrane externe, la membrane interne, l'espace intermem- 
branaire, ou la matrice (l'espace délimité par la membrane 
interne)]. Les progrès récents de nos connaissances dans ce 
domaine reposent en grande partie sur des recherches effectuées 
chez la levure et sur la moisissure rose du pain Neurospora 
crassa par Walter Neupert, Nikolaus Pfanner et Gottfried Schaz. 
Cependant tout plaide en faveur de la conservation de ce pro- 
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cessus chez tous les eucaryotes, Noter que les systèmes de trans- 
port décrits ici et dans la Section 12-4B ressemblent à ceux qui 
assurent l'importation des protéines dans les chloroplastes (où les 
protéines doivent traverser jusqu'à trois membranes) et les per- 
oxysomes (Section 1-2A). 


a. Les protéines doivent se déplier pour entrer dans la 
mitochondrie 
La synthèse des protéines mitochondriales codées par des 
gènes nucléaires se fait sur les ribosomes du cytosol et elle y est 
complète, avant leur entrée dans les mitochondries. Elles y sont 


Es) ] Cu Fe 


donc importées après la traduction, et non pendant celle-ci comme 
c'est le cas des protéines de la voie sécrétoire (Section 12-4B). On 
pourrait donc s'attendre à ce que les protéines mitochondriales, 


d'après de nombreuses données seules des protéines dépliées peu- 
vent traverser les membranes mitochondriales. Par exemple, la 
dihydrofolate réductase (DHFR), enzyme cytosolique, est 
importée dans les mitochondries de levure si elle est précédée par 
la séquence d'adressage que porte une protéine mitochondriale 
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FIGURE 12-68 Schéma des mécanismes d'importa- 
tion des protéines dans la mitochondrie. Ces méca- 
nismes sont décrits dans le texte. [D'après Voos, W., 
Martin, H., Krimmer, T., and Pfanner, N., Biochim. Bio- 
mhve Arta 14979. 927 (1000) 1 
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synthétisée dans le cytosol (cf. ci-dessous). Cependant, l'importa- 
tion de cette protéine chimérique est bloquée en présence de 
méthotrexate, un analogue du substrat normal de la DHFR, le 
dihydrofolate (Section 28-4B). Le méthotrexate se lie avec une 
telle affinité à la DHFR, qu'il stabilise la protéine sous sa confor- 
mation native. 

La garantie pour une protéine d'être importée dans la mito- 
chondrie est assurée, dans le cytosol, par plusieurs chaperons 
moléculaires ATP-dépendants. Ceux-ci comprennent des membres 
de la famille Hsp70 (Section 9-2C) et, chez les mammifères, une 
protéine appelée facteur stimulant l'importation mitochon- 
driale (MSF). Si chez la levure on arrête par génie génétique la 
production d’Hsp70, on voit ainsi s'accumuler dans le cytosol des 
protéines censées être importées dans les mitochondries. De plus, 
la dénaturation d’une protéine par l'urée augmente la vitesse de 
son entrée subséquente dans la mitochondrie à l'aide de Hsp70. 
Manifestement, Hsp70 est ici une «protéine déroulase » ATP- 
dépendante. 


b. Transport des protéines à travers la membrane externe 
de la mitochondrie 

Les protéines de la matrice synthétisées dans le cytosol pré- 
sentent des séquences d'adressage N-terminales de 20 à 60 rési- 
dus riches en chaînes latérales basiques et hydroxylées mais qui 
ont peu, voire pas du tout, de chaînes latérales acides. Ces présé- 
quences, qui n'interagissent pas avec la SRP, forment des hélices 
@ amphipathiques en solution. 

Les sous-unités protéiques qui participent à l'importation des 
protéines à travers la membrane mitochondriale externe sont les 
protéines TOM (pour «translocase of the outer membrane »), 
appelées Tomxx, où xx désigne la masse moléculaire de la sous- 
unité en kilodaltons. De même, celles qui sont impliquées dans la 
translocation des protéines à travers la membrane mitochondriale 
interne sont les protéines TIM (pour «rranslocase of the inner 
membrane »), appelées Timxx. 

Le mécanisme d'importation des protéines à travers la mem- 
brane mitochondriale externe est le suivant (Fig.12-68, en haut à 
gauche) : 


L. La séquence signal d’une préprotéine dépliée se lie au 
domaine cytoplasmique de récepteurs protéiques mitochon- 
driaux : les protéines associées à Hsp70 interagissent principale- 
ment avec Tom20 complexée à Tom22, tandis que MSF libère 
ses préprotéines en faveur de Tom70. Toshiya Endo et Daisuke 
Kohda ont déterminé la structure par RMN du domaine cytoso- 
lique de Tom20 associé à un segment de 11 résidus d'une pré- 
séquence (Fig. 12-69). Le domaine Tom20 est constitué essen- 
tiellement de 5 hélices, les deux hélices N-terminales formant 
une gorge à surface non polaire dans laquelle la préséquence 
hélicoïdale se lie principalement par des interactions hydro- 
phobes plutôt que ioniques. Il est clair que Tom20 reconnaît l'hé- 
lice amphipathique de la préséquence, mais non ses charges posi- 
tives. Ses dernières, qui sont requises pour l'importation 
mitochondriale, doivent donc interagir avec d'autres éléments de 
la machinerie d'importation tels que Tom22 ou TomS (voir ci- 
dessous). 

2. Tom20 et Tom70 confient ensuite les préprotéines au pore 
d'importation générale (GIP), formé par Tom40, Cette dernière 
est une protéine TM polytopique constituée essentiellement, 


FIGURE 12-69 Structure par RMN du domaine cytoplasmique de 
Tom20 de rat associée au segment C-terminal de 11 résidus 
(GPRLSRLLSYA) de la préséquence (22 résidus) de l'aldéhyde 
déshydrogénase de rat, une enzyme mitochondriale, Diagramme 
obtenu en superposant les 20 dernières structures fournies par l'analyse 
des spectres RMN (Section 8-3A) avec les résidus superposés en bleu 
(Tom20) et en rouge (préséquence), et les autres résidus en gris (Tom20) 
et en orange (préséquence). [Avec la permission de Toshiya Endo, 
Nagoya University, Nagoya, Japon, et Daisuke Kohda, Biomolecular 
Engineering Research Institute, Osaka, Japon. PDBid 10M2.] 


d'après des mesures par CD, de feuillets B (tout comme les 
porines mitochondriales, qui sont aussi des protéines de la mem- 
brane externe; Fig. 12-27), On a montré par électrophysiologie 
que Tom40 contient un canal hydrophile, sélectif pour les 
cations, à travers lequel passent vraisemblablement les prépro- 
téines. Dans les mitochondries, Tom40 est étroitement associé à 
Tom22 ainsi qu'à trois petites sous-unités, TomS, Tomé et Tom7, 
pour former le complexe central TOM. TomS, dont l'absence 
ralentit fortement le transfert des protéines au GIP, lie les pré- 
séquences et assure probablement le passage, vers le canal 
Tom40, des préprotéines amenées par Tom20/Tom22. Tomé pro- 
voque l'association de Tom22 et de Tom40, ce qui facilite le 
transfert des préprotéines au canal. Au contraire, Tom7 déstabi- 
lise le complexe TOM. Il est donc probable que Tom7 participe 
à l'insertion latérale de protéines de la membrane externe comme 
les porines, processus qui se ferait sous l'influence de séquences 
hydrophobes internes « d'arrêt de transfert ». Des micrographies 
électroniques du complexe central TOM de Neurospora (Fig. 12- 
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FIGURE 12-70 Image, fondée sur la microscopie électronique, de 
particules du complexe central TOM de Neurospora. Les particules, 
vues d'en haut (à gauche) et de côté (à droite), montrent deux ouvertures 
censées représenter le canal à protéines de la membrane mitochondriale 
externe, [Avec la permission de Stephan Nussberger et Walter Neupert, 
Universität München, Allemagne.] 


70) montrent une particule de -70 À de haut (-20 À de plus que 
l'épaisseur de la bicouche lipidique) et de -120 À de large conte- 
nant deux pores de -21 À de diamètre qui représentent vrai- 
semblablement les canaux de passage des protéines, Ceci est 
conforme à des expériences de perméabilité avec des cations de 
tailles différentes, qui donnent pour le pore Tom40 un diamètre 
de -22 À. 

3. On ignore quasi tout des forces qui permettent la translo» 
cation des polypeptides à travers la membrane externe des mito- 
chondries. D'après l'hypothèse de la chaîne acide (au sens de 
«faire la chaine»), la préséquence chargée positivement est 
transférée successivement d'une zone acide (chargée négative. 
ment) à une autre zone acide, son affinité pour la zone acide 
augmentant à chaque étape de cette chaîne. On a en effet montré 
de telles zones sur les surfaces cytoplasmiques de Tom20, Tom22 
et Tom, ainsi que sur les surfaces intermembranaires de Tom40) 
et de Tom22. 


c. Transport des protéines à travers la membrane interne 
de la mitochondrie 

À ce stade, la voie d'importation des protéines dans la mito- 
chondrie bifurque (Fig. 12-68, partie centrale) : les protéines en 
route vers la matrice sont prises en charge par un complexe TIM 
différent de celui qui transporte les protéines qui seront insérées 
dans la membrane interne. Ces deux voies sont expliquées ci-des- 
sous dans l'ordre de leur découverte. 

Les protéines destinées à la matrice sont sont acheminées à 
travers la membrane interne via un canal formé par les protéines 
TM Tim23 et Tim27 (Fig. 12-68, en bas à gauche). En présence 
de méthotrexate, la protéine chimérique DHFR mentionnée plus 
haut reste coincée dans la membrane, le bras qui relie l'enzyme 
à sa préséquence N-terminale couvrant simultanément les com 
plexes TOM et TIM. Comme le montre la microscopie électro- 
nique, de tels intermédiaires bloqués durablement en cours de 
translocation s'accumulent là où les membranes inteme et 
externe de la mitochondrie se rapprochent plus étroitement 
qu'ailleurs, vraisemblablement aux points de contact des come 
plexes TOM et TIM. Si, dans ces intermédiaires, le bras est trop 
court pour enjamber les deux membranes (moins de 40 résidus 
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les préséquences s'insinuent entre les complexes TOM et TIM 
sans l’aide de chaperons. 

La translocation d'une protéine à travers la membrane mito- 
chondriale interne exige de l'énergie sous forme d'ATP et d'un 
potentiel électrostatique à travers cette membrane. Ce potentiel de 
membrane (Section 20-1), AY, produit par le métabolisme (Sec- 
tion 22-3B), sert problablement à transporter par « électrophorèse » 
la séquence signal N-terminale chargée positivement dans la 
matrice (laquelle est négative par rapport au cytosol). L'ATP est 
utilisé par l'Hsp70 mitochondriale (mHsp70), qui se lie à Tim44 
à la face interne de la membrane interne, où elle tirerait comme 
une crémaillère la protéine à travers le pore Tim17/23. mHsp70 
agit en partenariat avec le cochaperon protéique Mdj1, un homo- 
logue de Hsp40 (Section 9-2C), et avec Mgel, qui facilite 
l'échange ADP-ATP sur mHsp70. 

Une fois la préprotéine arrivée dans la matrice, sa séquence 
signal N-terminale est enlevée par une peptidase matricielle de 
maturation (MPP), une protéine essentielle. La protéine importée 
se replie alors (et au besoin s'assemble) pour prendre sa confor- 
mation native grâce à des processus ATP-dépendants faisant inter- 
venir un ensemble de chaperons protéiques, parmi lesquels on 
trouve mHsp70 (dont seulement 10 % des molécules s'associent à 
Tim44) et Hsp60/Hsp10 (homologues du système GroEL/GroEs ; 
Section 9-2C). 


d. Insertion de protéines de transport dans la membrane 
mitochondriale interne 

La membrane mitochondriale interne étant imperméable à 
pratiquement toutes les substances polaires, elle contient de nom- 
breuses protéines de transport des métabolites qui permettent 
l'entrée de réactifs et la sortie de produits, Parmi les membres 
de cette famille de protéines TM polytopiques, on trouve le 
transporteur ATP/ADP (aussi appelé translocase ATP-ADP, 
qui échange l'ATP synthétisé dans la matrice contre l'ADP pro- 
duit par l’hydrolyse de l'ATP dans le cytosol ; Section 20-4C) et 
le transporteur de phosphate (qui ramène dans la matrice le 
phosphate produit dans le cytosol par l'hydrolyse de l'ATP ; Sec- 
tion 22-1B). 

Les membres de la famille des transporteurs de métabolites 
n'ont pas les préséquences N-terminales des protéines destinées à 
la matrice, mais contiennent des séquences internes d'adressage 
mal caractérisées. Néanmoins, elles sont transportées à travers la 
membrane mitochondriale externe par le complexe TOM (Fig. 12- 
68, en haut à droite), bien qu'elles se lient au récepteur Tom70, 
lequel interagit préférentiellement avec des protéines porteuses de 
signaux internes d'adressage, plutôt qu'avec le récepteur 
Tom20/Tom22, qui lie essentiellement des protéines destinées à la 
matrice. 

Lors de leur passage à travers le complexe TOM, les membres 
de la famille des transporteurs de métabolites sont escortés dans 
l'espace intermembranaire par un complexe des protéines homo- 
logues Tim9 et Tim10, probablement (Tim9),(Tim10),. Dans les 
mitochondries privées de Tim9 et Tim10, les protéines de transport 
ne sont pas insérées dans le GIP, comme le montre leur incapacité 
à résister aux protéases. Ceci suggère que c'est leur liaison au 
complexe Tim9-Tim10 qui assure leur translocation à travers la 
membrane externe. Le complexe Tim9-Tim10 transmet le trans- 
porteur à la protéine extrinsèque Tim12 (un homologue de Tim9 
et Timli0) oui est asenciée aux protéines intrinsèoues TIM? 


(elle-même homologue des constituants formant le pore dans 
Tim17 et Tim23 au sein du complexe TIM décrit plus haut) et 
Tim54, pour former un complexe TIM différent (Fig. 12-68, en 
bas à droite). Tim22, sans doute de concert avec TimS4, assure 
alors l'insertion de la protéine de transport dans la membrane 
mitochondriale interne, où celle-ci forme des homodimères. Le 
mécanisme en est inconnu, mais il dépend du potentiel de mem- 
brane. 


e. Les protéines mitochondriales non matricielles peuvent 
être adressées par différents mécanismes d'importation 
Certaines protéines synthétisées dans le cytosol et destinées 

à l'insertion dans la membrane interne ou à l'espace intermem- 

branaire sont tout d’abord importées dans la matrice par le méca- 

nisme déjà décrit, puis exportées pour se rendre à leurs sites défi- 
nitifs. Ces protéines sont en général synthétisées avec une 
séquence d'adressage N-terminale en deux parties; la séquence 
la plus interne (du côté C-terminal), une fois exposée après l'ex- 
cision (décrite plus haut) de la préséquence N-terminale, dirige 
les protéines vers leurs compartiments respectifs. Ce chemine- 
ment indirect peut être le reflet de l’origine procaryotique des 
mitochondries (Section 1-2A): la mitochondrie ancestrale, étant 
une bactérie Gram négatif, synthétisait toutes ses protéines dans 
le cytoplasme (la matrice ancestrale), si bien que les protéines 
membranaires ou de l’espace intermembranaire devaient être 

Certaines protéines de la membrane interne et de l'espace inter- 
membranaire ont des mécanismes d'adressage tout-à-fait diffé- 
rents. Par exemple, le cytochrome c, une protéine extrinsèque 
associée au côté externe de la membrane interne, traverse facile- 
ment la membrane mitochondriale externe sous forme d'apocyto- 
chrome c (le cytochrome c sans le noyau hème lié par covalence ; 

Figure 9-36), probablement en passant par une protéine du genre 

porine appelée P70. La « force motrice » qui permet ce processus 

est fournie par la cytochrome € hème lyase (CCHL), l'enzyme 
qui va catalyser l'attachement covalent de l'hème à l’apocyto- 
chrome c dans l’espace intermembranaire. Cette liaison de l’hème 
est indispensable pour que le cytochrome c reste dans l’espace 
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intermembranaire. Noter que l’apocytochrome c ne présente pas de 
séquence d’adressage hydrolysable ; ce sont certains des résidus de 
la protéine mature qui permettent l'identification de cette protéine 
par le système d'importation. La CCHL est également synthétisée 
directement sous forme de protéine mature mais, à l'inverse de 
l'apocytochrome c, elle est importée dans l’espace intermembra- 
naire par le complexe TOM. 


5 M LIPOPROTÉINES 


Les lipides s'associent aux protéines par interactions non cova- 
lentes pour former des lipoprotéines, qui assurent le transport de 
triacylglycérols et de cholestérol dans le plasma sanguin. Dans 
cette section, nous étudierons les structures, fonctions et dysfonc- 
tionnements des lipoprotéines ainsi que les mécanismes qui per- 
mettent aux cellules eucaryotes de prélever dans le milieu extra- 
cellulaire les lipoprotéines et d’autres protéines spécifiques grâce 
à l'endocytose par récepteur interposé. 


A. Structure des lipoprotéines 


Des lipides comme les phospholipides, les triacylglycérols, et le 
cholestérol ne sont que très peu solubles en solutions aqueuses. 
Aussi, sont-ils transportés dans la circulation comme constituants 
de lipoprotéines, particules globulaires de type micelles, consti- 
tuées d'un cœur non polaire de triacylglycérols et d'esters de cho- 
lestérol, entouré d'un revêtement amphiphile de protéines, de 
phospholipides et de cholestérol. Les lipoprotéines sont classées en 
cinq grandes catégories en fonction de leurs rôles et de leurs pro- 
priétés physiques (Tableau 12-6) : 


1. Les chylomicrons, qui transportent des triacylglycérols et 
du cholestérol exogènes (fournis par le régime alimentaire) de l'in- 
testin aux tissus. 

2-4. Des lipoprotéines à très faible densité (VLDL), des 
lipoprotéines à densité intermédiaire (IDL), et des lipopro- 
téines à faible densité ( LDL), un groupe de particules apparen- 
tées, qui transportent les triacylglycérols et le cholestérol endo- 


TABLE 12-6 Caractéristiques des principales classes de lipoprotéines du plasma humain 


Chylomicrons VLDL IDL LDL HDL 
Densité (g + cm”) <0,95 <1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,210 
Diamètre de la particule (À) 750-12 000 300-800 250-350 180-250 50-120 
Masse de la particule (kD) 400 000 10 00080 000 5000-10 000 2300 175-360 
Protéine % * 1,5-2,5 5-10 15-20 20-25 40-55 
Phospholipides % * 7-9 15-20 22 15-20 20-35 
Cholestérol libre % * 1-3 5-10 8 7-10 3-4 
Triacylglycérols % ? 84-89 50-65 22 7-10 3-5 
Esters de cholestérol % ? 3-5 10-15 30 35-40 12 
Apolipoprotéines majeures A-I, A-II, B-48, C-I, B-100, C-I, CII, B-100, C-I, C-HI, B-100 A-I, A-Il, C1, 

C-II, C-INI, E CII, E C-I, E C-I1, CHI, D, E 
*Constituants de surface. 
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gènes (produits par l'organisme) du foie aux tissus (le foie syn- 
thétise des triacylglycérols à partir de glucides en excès ; Section 
25-4). 

5. Des lipoprotéines de haute densité (HDL), qui transpor- 
tent le cholestérol endogène des tissus au foie. 


Les particules lipoprotéiques sont en remaniement métabolique 
constant, d'où des propriétés et des compositions quelque peu 
variables (Tableau 12-6). Chacune contient juste assez de pro- 
téines, de phospholipides et de cholestérol pour former une mono- 
couche de 20 À d'épaisseur environ à la surface de la particule 
(Fig. 12-71). La densité des lipoprotéines augmente lorsque le dia- 
mètre de la particule diminue, car la densité du revêtement exté- 
rieur est supérieure à celle du cœur central, 


a. Les apolipoprotéines ont des hélices amphipathiques qui 

recouvrent les surfaces lipoprotéiques 

Les constituants protéiques des lipoprotéines sont appelés apo- 
lipoprotéines ou encore apoprotéines. Il y a au moins neuf apo- 
lipoprotéines réparties en quantités significatives dans les diffé- 
rentes lipoprotéines humaines (Tableaux 12-6 et 12-7), La plupart 
d'entre elles sont hydrosolubles et sont faiblement associées aux 
lipoprotéines. En conséquence, elles font facilement la navette 
entre les particules lipoprotéiques en passant par la phase aqueuse. 
Des mesures de dichroïsme circulaire (CD) ont montré que les 
apolipoprotéines ont un fort pourcentage d'hélices, qui augmente 
lorsqu'elles sont intégrées dans des lipoprotéines. I semble que 
les hélices soient stabilisées dans un environnement lipidique, sans 
doute parce que les hélices assurent le maximum de liaisons 
hydrogène permises par le squelette polypeptidique dans le milieu 
anhydre d'une membrane. 


b. La structure par rayons X de l’apoA-I mime celle 
adoptée dans les HDL 
L'apolipoprotéine A-E (apoA-T) est l'apolipoprotéine princi- 
pale des HDL. L'examen de sa séquence montre que l'apoA-I 
consiste essentiellement en une répétition d'hélices & amphipa- 
thiques de 11 ou 22 résidus qui confèrent à la protéine sa capacité 
à lier des lipides. Ces hélices « présumées, ainsi que d'autres 


Cholestérol non estérifié 


Ester de cholestérol 
Phospholipides 


Apolipoprotéine B-100, 


FIGURE 12-71 La LDL, transporteur principal du cholestérol dans 
la circulation sanguine. Cette particule sphéroïdale est formée de 1500 
molécules d'esters de cholestérol entourées d'un revêtement amphiphile 
de 800 molécules de phospholipides, 500 molécules de cholestérol, et 
d'une seule molécule d'apolipoprotéine B-100 (4536 résidus). 


hélices que l'on trouve dans la plupart des autres apolipopro- 
têines, ont leurs résidus hydrophobes et hydrophiles répartis sur 
les côtés opposés des cylindres hélicoïdaux (Fig. 12-72). De plus, 
la face polaire de l'hélice a un caractère « zwitterionique », dans la 
mesure où les résidus chargés négativement se projettent depuis le 
centre de cette face, tandis que les résidus chargés positivement 
sont localisées au bord de cette face. Ainsi, E. Thomas Kaiser a 
synthétisé chimiquement un polypeptide de 22 résidus ayant une 
forte propension à former une hélice et avec une distribution en 
résidus chargés identique, mais sans autre similitude avec les seg- 
ments répétitifs de l'apoA-L Il a constaté que ce polypeptide syn- 
thétique avait le même comportement que l’apoA-I en se liant à 
des liposomes de lécithine d'œuf. De ot éritnict. 1e lo rue: 
tural de l'apoA-T, et sans doute celui des autres apolipoprotéines, 
est dévolu à ces segments hélicoïdaux plutôt qu’à une structure ter- 
tiaire organisée. Ceci suggère que les hélices « des lipoprotéines 


TABLE 12-7 Propriétés des espèces majeures d’apolipoprotéines humaines 
Nombre de Masse moléculaire* 


Apolipoprotéine résidus (KD) 
AA 243 29 
AI T7 17 
B-48 2152 241 
B-100 4536 513 
C4 56 6,6 
C1 79 8,9 
CI 79 8.8 
D 169 19 
E 299 34 


Fonction 

Active la LCAT® 

Inhibe la LCAT, active la lipase hépatique 
Clairance du cholestérol 

Clairance du cholestérol 

Active la LCAT? 

Active la LPLS 

Inhibe la LPL, active la LCAT? 

Inconnue 

Clairance du cholestérol 


“Toutes les apolipoprotéines sont des monomères sauf l'apoA-Il qui est un dimère aux sous-unités reliées par pont 


disulfure. 
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FIGURE 12-72 Projection en roue hélicoidale de l’hélice a amphipa- 
thique qui englobe les résidus 148 à 164 de l’apoprotéine A-L. (Dans 
une représentation en roue hélicoïdale, les positions des chaînes latérales 
se projettent vers le bas de l'axe de l'hélice sur un plan). Noter la ségré- 
gation des résidus non polaires, acides et basiques sur des côtés différents 
de l'hélice, D'autres hélices d'apolipoprotéines ont des répartitions de 
polarité similaires.[D'après Kaiser, E.T., in Oxender, D.L. and Fox, 

CF. (Eds), Protein Engineering, p. 194, Liss (1987).] 


flottent sur les surfaces phospholipidiques comme des bâches à la 
surface de l'eau. Les phospholipides sont sans doute disposés de 
sorte que leurs groupements chargés se lient aux résidus de charges 
opposées sur la face polaire de l'hélice et que les tous premiers 
groupements méthylène de leurs résidus d'acides gras s'associent 
à la face non polaire de l'hélice par interactions hydrophobes. 
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D'après de nombreux critères, l'apoA-I subit d'importantes 
modifications de structure secondaire lorsqu'elle lie des lipides. 
Cependant, si l'on enlève par mutation à l'apoA-[ humaine (243 
résidus) les résidus 1 à 43 pour obtenir l'apo A(1-43)A4, la 
conformation de ce mutant est très semblable à celle de l’apoA-I 
liée aux lipides, que ces derniers soient présents ou non. L'apo 
A(1-43)A:T sans lipides devrait donc être un bon modèle pour étu- 
dier la structure de l'apoA-I liée à des lipides. 

La structure par rayons X de l'apo A(1-43)A-1 (Fig. 12-73) a 
été déterminée par David Borhani et Christine Brouillette. Elle 
montre que, sur quasi toute sa longueur, chaque chaîne polypepti- 
dique forme une hélice & amphipathique pseudocontinue inter- 
rompue par des coudes au niveau de résidus Pro à des intervalles 
de 22 résidus, ce qui donne 10 segments hélicoïdaux disposés en 
fer à cheval tordu, Deux monomères de ce type (en vert et en bleu- 
vert dans la Fig. 12-73) s'associent de manière antiparallèle sur 
pratiquement toute leur longueur pour former un dimère en anneau 
elliptique tordu. Deux de ces dimères s'unissent, via leurs faces 
hydrophobes, pour donner un tétramère elliptique de symétrie D, 
dont les dimensions extérieures sont 135 x 90 À avec une cavité 
centrale de 95 x 50 À. La surface de cet anneau tétramérique, 
constitué sur environ trois quarts de sa circonférence de faisceaux 
de 4 hélices haut-bas-haut-bas, est hydrophile avec un potentiel 
électrostatique uniforme, alors que l’intérieur de chacun de ces 
faisceaux contient principalement des chaînes latérales Val et Leu, 
Dans cette conformation, ces résidus hydrophobes sont inacces- 
sibles aux lipides. On postule donc que, dans le cristal dépourvu 
de lipides, ces résidus s'associent pour isoler de tout contact avec 
l'eau (qui remplit les vides dans le cristal), la surface liant les 
lipides dans les dimères d'apo A(1-43)A:1. 

La taille et la forme du dimère et du tétramère d'apo A(1-43)A- 
I semblent idéales pour entourer les particules de HDL, dont le dia- 
mètre va de 50 à 120 À. Ces particules contiennent souvent deux 
ou quatre monomères d'apoA-I. On pense donc que, quand des 
paires de monomères d'apoA-I se lient aux HDL, elles le font en 
tant que dimères antiparallèles comme décrits ci-dessus. Leurs 


FIGURE 12-73 Structure par rayons X de l'apo D(1-43)A-1 humaine. 
Les quatre monomères du tétramère de symétrie D, qu'ils forment sont 
représentés en couleurs différentes. (a) Vue dans l'axe d'ordre deux 
concemant les sous-unités en vert et en magenta, et les sous-unités en 
bleu-vert et en jaune. (b) Vue du dessus de la Partie 4, dans l'axe d'ordre 
deux concernant les sous-unités en bleu-vert et en vent, et les sous-unités 
en une et en magenta. Ces derniers dimères. qui interagissent sur 


presque toute leur longueur, conservent probablement leur identité au 
sein des particules de HDL, tandis que les autres paires, dont les interac- 
tions sont moins étroites, ne le font sans doute pas. [Fondé sur une struc- 
ture par rayons X due à David Borhani, Southerm Research Institute, Bir- 
mingham, Alabama, et Christine Brouillette, University of Alabama 
Medical Center, Birmingham, PDBid 1AV1.] 
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chaînes non polaires accessibles pourraient alors établir des inter- 
actions hydrophobes avec les groupements non polaires enfouis de 
la particule de HDL. Deux dimères de ce type pourraient alors 
s'associer à la surface d'une particule de HDL pour former un 
tétramère, mais très probablement d'une manière différente de 
celle qui prévaut dans la structure de l'apo A(1-43)A-L. 


B. Fonctions des lipoprotéines 


Comme nous allons le voir, les différentes lipoprotéines assurent 
diverses fonctions physiologiques. 


a. Les chylomicrons libèrent leurs lipides dans les 
capillaires des tissus périphériques 
Les chylomicrons, qui se forment dans la muqueuse intestinale, 
maintiennent en suspension, en solution aqueuse, les triacylglycé- 
rols et le cholestérol exogènes. Ces lipoprotéines sont libérées dans 
la lymphe intestinale (appelée aussi chyle), qui est transportée par 
des vaisseaux lymphatiques avant de se déverser dans les grandes 


veines du corps par le canal thoracique. Après un repas riche en 
lipides, le chyle, normalement limpide, prend un aspect laiteux. 

Les chylomicrons adhèrent à des sites de liaison sur la face 
interne (l’endothélium) des capillaires dans le muscle squelettique 
et le tissu adipeux. Puis, quelques minutes après leur entrée dans 
le courant sanguin, les triacylglycérols des chylomicrons sont 
hydrolysés par une lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme extra- 
cellulaire activée par l'apoC-IL. Les tissus récupèrent alors les 
produits d'hydrolyse: les monoacylglycérols et les acides gras. 
Les chylomicrons diminuent de volume au fur et à mesure que 
leurs triacylglycérols sont progressivement hydrolysés pour deve- 
nir des restes («remnants ») de chylomicrons enrichis en choles- 
térol. Ceux-ci entrent à nouveau dans la circulation en se disso- 
ciant de l'endothélium des capillaires et sont captés ensuite par le 
foie comme expliqué ci-dessous. Les chylomicrons assurent donc 
la distribution des triacylglycérols alimentaires au muscle et au 
tissu adipeux, et du cholestérol alimentaire au foie (Fig. 12-74, à 
gauche). 


FIGURE 12-74 Un modèle pour le transport des triacylgiveérols et 
du cholestérol chez l'homme, [D'après Brown, M.S. and Goldstein, 
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Martin, 1.B., and Fauci, A.S, (Eds) Harrison's Principles of Internal 
Medicine (1 Ath ed.), p. 1652, McGraw-Hill (1987).] 
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FIGURE 12-75 La réaction catalysée par la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT). Le groupement acyl 


transféré le plus souvent est un résidu d'acide linoléique. 


b. Les VLDL sont dégradées de la même manière que les 

chylomicrons 

Les VLDL, synthétisées dans le foie comme véhicules de 
transport de lipides, sont aussi dégradées par la lipoprotéine lipase 
(Fig. 12-74, à droite). Les restes de VLDL passent dans la circu- 
lation d'abord comme IDL, puis comme LDL. Au cours de la 
transformation de VLDL en LDL, toutes les protéines sauf l'apoB- 
100 sont éliminées et la plus grande partie de leur cholestérol est 
estérifiée par l'enzyme associée aux HDL, la lécithine-cholestérol 
acyltransférase (LCAT) comme nous allons le voir ci-dessous. 
Cette enzyme transfère un résidu d'acide gras du C2 d'une léci- 
thine au cholestérol avec la formation concomitante d'une Iysolé- 
cithine (Fig. 12-75). 

L'apoB-100, une glycoprotéine monomérique de 4536 résidus 
(et donc l’une des protéines monomériques les plus longues 
connues), possède une hydrophobicité proche de celle des pro- 
téines membranaires intrinsèques et contient relativement peu 

d'hélices amphipathiques. À l'inverse des autres apolipoprotéines 

moins hydrophobes du plasma, l’apoB-100 n'est ni hydrosoluble, 
ni échangée entre particules lipoprotéiques. Chaque LDL ne 
contient qu'une molécule d'apoB-100, qui prend une conformation 
en extension recouvrant au moins la moitié de la surface de la par- 
ticule (Fig. 12-71), comme cela a été montré par microscopie 
immunoélectronique. Quant aux chylomicrons, ils contiennent 
l'apoB-48, une protéine de 2152 résidus dont la séquence est iden- 
tinme à la mnitié (AS) Nitorminals de l'annfi. 106) Ds fait Lre 


deux protéines sont codées par le même gène. Le mécanisme 
remarquable qui permet à ce gène d'exprimer des protéines de lon- 
gueurs différentes dans le foie et dans l'intestin est expliqué dans 
la Section 31-4A. 


c. Les cellules captent le cholestérol par endocytose de 

LDL par récepteur interposé 

Comme nous l'avons vu, le cholestérol est un constituant 
essentiel des membranes animales. Il peut être fourni par le régime 
alimentaire ou, s'il n‘y en a pas assez, être synthétisé par l'orga- 
nisme (Section 25-6A). Michael Brown et Joseph Goldstein ont 
montré que les cellules capturent le cholestérol exogène essentiel- 
lement par l'endocytose (gobage) des particules de LDL selon le 
mécanisme suivant : la LDL est séquestrée par un récepteur des 
LDL (LDLR), une glycoprotéine transmembranaire à la surface 
de la cellule, qui se lie spécifiquement à l'apoB-100 et à 
l'apoE. Le LDLR, une glycoprotéine de 839 résidus, possède une 
région N-terminale exoplasmique (hors de la membrane plas- 
mique) de 767 résidus, un segment TM de 22 résidus censé former 
une hélice &, et un domaine C-terminal de 50 résidus. Son 
domaine N-terminal de 322 résidus, constitué de 7 modules d'en- 
viron 40 résidus riches en Cys et répétés en tandem, assure la liai- 
son des lipoprotéines. 

La structure par rayons X du cinquième (LRS) de ces modules 
du LDLR, déterminée par Peter Kim et James Berger, montre un 
enmelette nalunentidiane dénonevn de etmicture ceerondaire réont. 
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FIGURE 12-76 Structure par rayons X du cinquième module (LRS) 
du domaine de liaison des ligands dans le récepteur humain des 
LDL. Le squelette polypeptidique de ce segment de 37 résidus est repré- 
senté par un ruban argenté et ses chaines latérales par des bâtonnets avec 
C en vent, N en bleu, O en rouge, et S en jaune. L'ion Ca** lié est symbo- 
lisé par une sphère en bleu-vert. [Avec la permission de Peter Kim et 
James Berger, MIT, PDBid 1AJJ.] 


lière mais qui s'enroule pour former une hélice à deux tours de pas 
à droite (Fig. 12-76). La structure du LRS s'organise en grande 
partie autour d'un ion Ca qui établit des liaisons octaédriques 
essentiellement avec des chaînes latérales acides conservées à l'ex- 
trémité C-terminale du LRS, La topologie générale du LRS res- 
semble à celles, déterminées par RMN, de ses homologues LRI et 
LR2, bien que rien n'indique que ces derniers lient le Ca°*. 

Les LDLR s'agglomèrent dans des puits tapissés qui servent 
précisément à rassembler les récepteurs de surface de la cellule 


(a) 


FIGURE 12-78 Micrographies électroniques montrant l'endocytose 
de LDL par des libroblastes humains en culture, Les LDL ont été 
couplées à de La ferritine, si bien qu'elles apparaissent sous forme de 
points noirs. (ar LD Hées À un nuits tanissé À la curface de la cellule. 


FIGURE 12-77 Micrographie électronique, après cryo-décapage, de 
puits tapissés sur la face interne de ka membrane plasmique de fibro- 
blastes en culture. Comparer cette figure à celle de vésicules tapissées 
de clathrine (Fig. 12-524). [Avec la permission de John Heuser, Washing- 
ton University School of Medicine, Sr, Louis, Missouri] 


destinés à l'endocytose, excluant ainsi les autres protéines de sur- 
face. Les puits tapissés, revêtus de clathrine (Fig. 12-77), s'invagi- 
nent à l'intérieur de la membrane plasmique pour former des vési- 
cules tapissées de clathrine (Section 12-4C) qui vont ensuite 
fusionner avec les lysosomes (Fig. 12-78). Un telle endocytose par 
récepteur interposé (Fig. 12-79) constitue un mécanisme général 
qui permet aux cellules de capter de grosses molécules, chacune 
grâce à un récepteur spécifique. C'est ainsi que le foie capte les 
restes de chylomicrons par l'intermédiaire d'un récepteur spéci- 
fique appelé « remnant receptor» qui se lie spécifiquement à 
l'apoE. 

On a montré par des études de marquage radioactif que, dans 
les lysosomes, l'apoB-100 des LDL est rapidement dégradée en 


(b) 


(b) Le puits tapissé s'invagine et commence à se détacher de la mem- 
brane cellulaire pour former une vésicule tapissée renfermant les LDL 
liées. [D'après Anderson, R.G.W., Brown, M.S., and Goldstein, J.L., Cell 
10. 35641977) Couvrieht nar Cell Press ! 


acides aminés (Fig. 12-79). Les esters de cholestérol sont hydro- 
lysés par une lipase lysosomiale avec libération du cholestérol qui 
s'incorpore ensuite dans les membranes cellulaires. Tout cholesté- 
rol intracellulaire en excès est réestérifié pour être mis en réserve 
dans la cellule par l'action de l'acyl-CoA : cholestérol acyltrans- 
férase (ACAT), 


L'accumulation en excès d'esters de cholestérol est empêchée 
par deux mécanismes de rétrocontrôle (feed-back) : 


1 Des taux intracellulaires en cholestérol élevés suppri- 
ment la synthèse de LDLR, ce qui diminue la vitesse d'accumula- 
tion de LDL par endocytose (bien que les cycles d'entrée et de sor- 
tie des LDLR se fassent toutes les 10 à 20 minutes, le LDLR est 
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FIGURE 12-79 Les différentes phases de l'endocytose de LDL par 
récepteur interposé. La LDL se lie spécifiquement aux récepteurs de 
LDL sur les puits tapissés de clathrine (1), Ceux-ci bourgeonnent dans la 
cellule (2) pour former des vésicules tapissées (3) dont le revêtement de 
cluthrine se dépolymérise en triskélions, donnant des vésicules à surface 
lisse (4) Ces vésicules fusionnent avec d’autres vésicules appelées endo- 
somes (5), qui ont un pH interne de l'ordre de 5,0. L'acidité entraîne la 
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dégradé lentement dans la cellule, son temps de demi-vie étant de 
l'ordre de 20 h). 


2. Le cholestérol intracellulaire en excès inhibe la biosyn- 
thèse du cholestérol (Section 25-6B). 


d. Le domaine de liaison du récepteur de l’apoE contient 

un faisceau de quatre hélices 

L'apoE est une protéine monomérique de 299 résidus qui pré- 
sente deux domaines repliés indépendants : un domaine N-termi- 
nal qui se lie fortement au LDLR mais faiblement aux lipides, et 
un domaine C-terminal qui se lie à la surface de la lipoprotéine 
mais qui n'a pas d'affinité pour le LDLR. Par protéolyse de 
l'apoE, on obtient le domaine N-terminal (résidus 1-191) et le 


Membrane plasmique 


partie vésiculaire de l'endosome, tandis que les récepteurs de LDL se 
rassemblent dans la membrane d'une structure tubulaire annexe, qui se 
sépare ensuite de l'endosome (6) et recycle les récepteurs de LDL à la 
membrane plasmique (7). La partie vésiculaire de l'endosome (8) 
fusionne avec un lysosome (9), pour donner un lysosome secondaire 
(10) à l'intérieur duquel l'apoB-100 de la LDL est dégradée en acides 
aminés et les esters de cholestérol sont hydrolysés pour donner des 
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FIGURE 12-80 Représentation en ruban du domaine de liaison au 
récepteur dans l'apolipoprotéine E humaine. Les hélices sont colorées, 
du bleu au rouge comme dans l'arc-en-ciel, en allant de l'extrémité N- 
terminale à l'extrémité C-terminale, Les résidus 61, 112 et 158 sont res- 
pectivement en orange, magenta et blanc, [D'après une structure par 
rayons X due à David Agard, University of California at San Francisco. 
PDBid ILPE. ] 


domaine C-terminal (résidus 216-299). L'examen de la séquence 
du domaine C-terminal suggère qu'il est formé principalement 
d'hélices. La structure par rayons X du domaine N-terminal (Fig. 
12-80), déterminée par David Agard, montre qu'il est constitué, 
pour l'essentiel, de cinq hélices & dont quatre forment un faisceau 
allongé (65 À) d'hélices haut-bas-haut-bas, Comme prévu les 
quatre hélices du faisceau sont très amphipathiques, leurs résidus 
hydrophobes étant tournés vers l'intérieur de la protéine, hors de 
contact avec le solvant aqueux, tandis que leurs résidus hydro- 
philes sont exposés au solvant. En outre, la structure est stabilisée 
par de nombreux ponts salins à la surface de la protéine, très riche 
en charges. 


L'hélice C-terminale du fragment N-terminal de l'apoE 
contient neuf résidus basiques très proches les uns des autres et qui 
ne forment pas de ponts salins, ce qui constitue une plage assez 
grande chargée positivement à la surface de la protéine. Des 
variantes de l’apoE où l'un des résidus basiques est remplacé par 
un résidu neutre ou acide présentent toutes une affinité réduite 
pour le LDLR, indiquant que cette plage constitue le site de liai- 
son de l’apoË pour le LDLR. Ainsi, cette hélice C-terminale a été 
appelée hélice de liaison au récepteur de l'apoE. 

Le LDLR se lie à l'apoB-100 et à l'apoE avec des affinités 
comparables. L'apoB-100 (mais pas l'apoB-48) présente un seg- 
ment conservé identique à l'hélice de liaison au récepteur de 
l'apoE, bien que les deux protéines n'aient pas d'autres 
séquences similaires. Dans les VLDL, le domaine de liaison au 
récepteur de l'apoB-100 n'est pas disponible pour se lier au 
récepteur, mais il le devient après transformation des VLDL en 
LDL. 


e. Les HDL transportent le cholestérol des tissus au foie 

Les HDL assurent la fonction inverse de celle des LDL, elles 
retirent le cholestérol des tissus. Les HDL sont assemblées dans 
le plasma à partir de constituants qui proviennent essentiellement 
de la dégradation d’autres lipoprotéines. Les HDL circulantes 
acquièrent leur cholestérol en l'extrayant des membranes cellu- 
laires et en le transformant en esters de cholestérol sous l'ac- 
tion de la LCAT, une enzyme activée par l'apoA-l. Les HDL 
jouent donc un rôle épurateur (« scavenger ») pour le cholesté- 
rol. 

Le foie est le seul organe qui peut éliminer des quantités 
significatives de cholestérol (en le convertissant en sels biliaires ; 
Section 25-6C). Ceci fait intervenir le LDLR et un récepteur spé- 
cifique des HDL appelé SR-BI (pour « scavenger receptor class 
B type-I»). Les VLDL sont, pour moitié environ, captées par le 
foie via l'endocytose par LDLR interposé, moyennant leur 
dégradation préalable en IDL et LDL (Fig. 12-74, à droite). 
Cependant les hépatocytes captent les esters de cholestérol des 
HDL par un mécanisme tout différent. Plutôt que d'être endo- 
cytées et dégradées, les HDL liées au SR-BI font passer sélecti- 
vement ces esters dans la cellule. Les HDL dépourvues de 
lipides se dissocient alors de la cellule et retournent en circula- 
tion. 


C. Dysfonctionnement des lipoprotéines dans 
l’athérosclérose et la maladie d'Alzheimer 


L'athérosclérose, la forme la plus courante de l'artériosclérose 
(durcissement des artères), est caractérisée par la présence d'athé- 
romes (du grec athera, purée), épaississements des artères qui, si 
on les ouvre, laissent exsuder un dépôt pâteux jaune d'esters de 
cholestérol pratiquement purs. 

L'athérosclérose est une maladie évolutive qui commence par 
des dépôts lipidiques intracellulaires dans les cellules du muscle 
lisse de la paroi interne des artères. Ces lésions peuvent devenir 
fibreuses et former des plaques calcifiées qui rétrécissent et même 
bouchent les artères. La rugosité des parois artérielles qui en 
résulte provoque la formation de caillots sanguins, qui peuvent 
aussi obturer l'artère.Un arrêt de la circulation sanguine, appelé un 
infarctus, entraîne la mort des tissus ainsi privés de sang. Bien que 
lee athérnmes municecent ce former dance de nomhrencec artèreg nn 


les trouve le plus souvent dans les artères coronaires, qui irriguent 
le cœur, Cela provoque des infarctus du myocarde ou « attaques 
cardiaques », cause de décès la plus fréquente dans les pays indus- 
trialisés occidentaux, 


a. Une déficience en récepteurs des LDL peut provoquer 
l'athérosclérose 

L'apparition de l'athérosclérose et sa progression sont en rela- 
tion étroite avec le taux de cholestérol dans le plasma. Ceci est 
particulièrement évident chez les personnes atteintes d’hypercho- 
lestérolémie familiale (FH), Les homozygotes pour cette maladie 
héréditaire ont des niveaux tellement élevés de LDL riches en cho- 
lestérol dans leur plasma que leur taux de cholestérol y est trois à 
cinq fois plus élevé que le taux normal, qui est d'environ 175 mg 
* 100 mL! , Il s'ensuit des dépôts de cholestérol dans la peau et 
dans les tendons sous la forme de nodules jaunes appelés xan- 
thomes. Cependant, des dégats beaucoup plus importants sont 
causés par la formation rapide d'athéromes qui, chez les homozy- 
gotes, provoquent la mort par infarctus du myocarde dès l'âge de 
cinq ans, Les hétérozygotes (une personne sur 500 environ) sont 
moins sévèrement atteints; ils développent des symptômes de 
maladie coronarienne après 30 ans, 

Si l'on prélève des cellules d'homozygotes FH, on constate 
qu'elles sont complètement dépourvues de LDLR fonctionnels, 
alors que les cellules d'hétérozygotes en ont à peu près la moitié 
du nombre moyen. Les homozygotes et, à un moindre degré, les 
hétérozygotes, sont par conséquent incapables d'utiliser le choles- 
térol des LDL. Plus précisément, leurs cellules doivent synthétiser 
elles mêmes quasi tout le cholestérol dont elles ont besoin. Le taux 
plasmatique important de LDL chez ces personnes est dû à deux 
causes liées entre elles : 


1. La diminution de la vitesse de leur dégradation par manque 
de LDLR. 


2. L'augmentation de la vitesse de leur synthèse à partir des 
IDL, due à ce que les LDLR ne captent pas les IDL. 


Nombre de mutations ponctuelles du LDLR qui provoquent la 
FH affectent des résidus du LRS (Fig. 12-76). Certaines d'entre 
elles éliminent ou déplacent des résidus qui lient le Ca?*, alors que 
d'autres font disparaître des Hixisons hydrogène ou des ponts disul- 
fure qui stabilisent le squelette du LRS. Puisque les apoprotéines 
doivent être associées à des lipides pour lier le LDLR avec une 
haute affinité, la structure du LRS suggère que les LDL se lient à 
la surface concave hydrophobe située au sommet du LRS, comme 
montré dans la Fig. 12-76. 


b. Des récepteurs polyvalents captent les LDL oxydées 

Les plaques athérosclérotiques des personnes atteintes de FH 
contiennent des macrophages (une variété de globules blancs qui 
ingérent et, si possible, détruisent un grand nombre de substances 
étrangères ou endogènes) qui contiennent tellement de cholestérol 
qu'ils sont appelés cellules spumeuses. Comment ces macro- 
phages captent-ils le cholestérol ? Les macrophages de personnes 
normales ou atteintes de FH ont peu de LDLR et ne captent donc 
qu'un petit nombre de LDL natives. Cependant, ils captent avec 
avidité, par endocytose, les LDL qui ont subi une modification chi- 
mique, à savoir l'acétylation de leurs résidus Lys (ce qui élimine 
les charges positives de leur chaîne latérale, augmentant ainsi la 


Section 12-5, Lipoprotéines 447 


phage qui lie ainsi des LDL acétylées est appelé récepteur d'épu- 
ration (scavenger receptor) ou récepteur polyvalent, car il lie aussi 
d'autres molécules polyanioniques. 

Le récepteur polyvalent capte les LDL oxydées avec une haute 
affinité, Les acides gras insaturés des LDL sont très facilement 
oxydables, mais dans le sang, ils sont protégés par des anti-oxy- 
dants. Cependant, on pense que ces anti-oxydants s'épuisent quand 
les LDL se trouvent piégées durant un temps prolongé dans les 
parois artérielles (où l'on pense qu'elles accèdent suite à une 
lésion de l'endothélium artériel, ce qui permettrait au plasma d'y 
pénètrer). Dans ce cas, des radicaux libres de l'oxygène convertis- 
sent les acides gras insaturés des LDL en aldéhydes et oxydes qui 
réagissent avec leurs résidus Lys, mimant ainsi l'acétylation. Les 
LDL captées sont alors dégradées comme décrit précédemment et 
leur cholestérol transformé en esters de cholestérol qui s'accumu- 
lent en dépôtss insolubles. 

L'importance physiologique de ce scénario a été démontrée par 
plusieurs observations : des anticorps dirigés contre des résidus 
Lys conjugués à des aldéhydes réagissent avec les plaques athéro- 
sclérotiques ; des LDL de plaques athérosclérotiques se lient aux 
récepteurs polyvalents et donnent des cellules spumeuses in vitro ; 
des anti-oxydants inhibent l'athérosclérose chez des lapins qui ont 
l'équivalent de la FH, Il faut savoir que la fumée de cigarette oxyde 
les LDL, ce qui peut expliquer que fumer augmente le risque 
d’athérosclérose. Des taux élevés de LDL dans le plasma aug- 
mentent aussi, naturellement, le captage des LDL. 

Si ce modèle de formation d'athérome est correct, le niveau 
optimal de LDL dans le plasma correspond alors à la concentra- 
tion minimum qui peut fournir la quantité de cholestérol suffisante 
aux cellules. On pense que cette quantité est de l'ordre de 25 mg 
de cholestérol + 100 mL”! et on la trouve chez plusieurs espèces de 
mammifères qui ne sont pas, normalement, prédisposées à l'athé- 
rosclérose, y compris le nouveau-né de l'espèce humaine. Cepen- 
dant, le taux de LDL dans le plasma des hommes adultes occiden- 
taux est en moyenne 7 fois supérieur à ce taux optimal supposé. 
On ne connaît pas très bien les raisons de ce taux en cholestérol 
élevé (mais voir ci-dessous), bien qu'il soit affecté par le régime 
alimentaire et par le stress ambiant. Des stratégies thérapeutiques 
tendant à diminuer le taux de cholestérol dans le plasma seront 
examinées dans la Section 25-6B. 


c. L’athérosclérose est une maladie multifactorielle 

Des études épidémiologiques ont montré qu'il existe une forte 
corrélation entre des taux élevés en HDL dans le plasma et une 
faible propension aux maladies cardiovasculaires. Les femmes ont 
des taux en HDL plus élevés que les hommes et ont aussi moins 
de maladies cardiaques. Beaucoup de facteurs qui diminuent la 
probabilité de maladies cardiaques ont tendance à augmenter les 
taux de HDL. Parmi ces facteurs, citons l'exercice physique 
intense, la perte de poids, certaines drogues comme l'alcool, et les 
hormones sexuelles femelles, les oestrogènes (Section 19-1G). La 
fumée de cigarette a l'effet inverse sur la concentration en 
HDL. Assez curieusement, dans les communautés où les risques de 
maladie coronariennes sont très faibles, les concentrations 
moyennes en LDL et HDL sont basses. Les raisons de ces diffé- 
rents effets sont inconnues. 

Il y a également chez l'homme une relation inverse importante 
entre le risque d'athérosclérose et le taux d'apoA-I dans le plasma, 
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Afin de savoir si l'apoA-I a une action anti-athérogène directe, des 
souris d’une souche développant des stries lipidiques dans leurs 
gros vaisseaux sanguins sous l'influence du régime alimentaire, 
ont été modifiées par génie génétique afin qu'elles expriment des 
taux élevés d’apoA-1 humaine dans leur plasma (ces stries lipi- 
diques sont les précurseurs des plaques d’athérome, mais la durée 
de vie de ces souris est trop courte pour que ces dernières se déve- 
loppent). Ces souris transgéniques se trouvent significativement 
protégées contre le développement de ces stries lipidiques. Cepen- 
dant, d'autres souris transgéniques qui surexpriment l'apoA-IT de 
souris, autre protéine majeure des HDL, forment des stries lipi- 
diques plus nombreuses et plus grandes que des témoins non trans- 
géniques. Puisque les taux plasmatiques de HDL contenant du 
cholestérol de ces dernières souris transgéniques sont significati- 
vement élevés, il semble qu'aussi bien la composition que la 
concentration des HDL du plasma soient des facteurs athérosclé- 
rotiques importants, De même, des souris transgéniques qui expri- 
ment des taux élevés de l'apoE humaine ou du LDLR humain gar- 
dent des niveaux normaux de LDL dans le plasma, même sous un 
régime riche en cholestérol censé élever ces niveaux ; par ailleurs, 
des souris dont on a inactivé, par génie génétique, le gène qui code 
l'apoE, développent rapidement des lésions athérosclérotiques. 

La protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) est 
une protéine du plasma qui assure l'échange des lipides neutres (ex. 
esters de cholestérol et triacylglycérols) entre les lipoprotéines, et 
fonctionne donc comme les protéines d'échange des phospholi- 
pides (Section 12-4A). Puisque les VLDL et les LDL sont riches en 
triacylglycérols tandis que les HDL sont riches en esters de choles- 
térol (Tableau 12-6), la CETP assure le transport net des esters de 
cholestérol depuis les HDL vers les VLDL et les LDL (et le trans- 
port des triacylglycérols en sens inverse). Par conséquent, des ani- 
maux qui expriment la CETP ont des taux de cholestérol plus 
élevés dans leurs VLDL et leurs LDL et plus faibles dans leurs 
HDL que des animaux qui n'expriment pas la CETP. Des souris 
d'une souche qui normalement n'ont qu'une faible (voire aucune) 
activité CETP, ont été rendues transgéniques pour la CETP et sou- 
mises à un régime athérogène (riche en graisses et en cholestérol). 
Ces souris présentent des lésions athérosclérotiques beaucoup plus 
rapidement que des témoins non transgéniques ayant reçu le même 
régime alimentaire. Puisque ces deux types de souris ont des taux 
de cholestérol totaux identiques dans le plasma, ces résultats suggè- 
rent que le développement des lésions athérosclérotiques dépend 
davantage de la façon dont le cholestérol est réparti entre les lipo- 
protéines que de sa concentration totale dans le plasma. 

Un risque accru d'athérosclérose chez l'homme est également 
associé à des niveaux élevés de la lipoprotéine Lp{a), une variante 
de LDL dans laquelle l'apoB-100 est fortement associée à la pro- 
téine du plasma de 4259 résidus, l'apo(a). Les rongeurs et la plu- 
part des mammifères autres que les primates n'ont pas le gène qui 
code l'apofa). Cependant, des souris transgéniques ayant l'apo{a) 
humaine développent rapidement des lésions à stries lipidiques 
quand elles reçoivent un régime riche en lipides (pratiquement le 
régime alimentaire des humains dans les pays industrialisés occi- 
dentaux). L'apo{a) consiste essentiellement en segments répétés 
qui sont homologues au plasminogène, une protéine du plasma 
qui, une fois activée, désintègre les caillots sanguins par protéolyse 
(Section 35-1F). La fonction de l'apo{a) chez l'homme n'est pas 
connue, mais on suppose qu'elle participe à La cicatrisation des 
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d. L'apoE4 est impliquée dans la maladie cardiovasculaire 
et dans la maladie d'Alzheimer 

Il existe chez l'homme trois variantes alléliques courantes de 
l'apoE : l'apoE2 (15 % de la population), qui possède des Cys en 
positions 112 et 158; l'apoE3 (78 %), où ces résidus sont respec- 
tivement Cys et Arg (la Fig. 12-80 montre sa structure avec le 
résidu 112 en magenta et le résidu 158 en blanc) ; et l'apoE4 (7 %) 
où ces résidus sont tous deux Arg. Ces différences ont une impor- 
tance médicale : l'apoE3 se lie de préférence aux HDL, et l'apoE4 
aux VLDL, ce qui peut expliquer pourquoi l’apoE4 est associée à 
de hautes concentrations plasmatiques de LDL et donc à un rique 
accru de maladie cardiovasculaire. Manifestement, des modifica- 
tions du domaine N-terminal des apoE peut influencer la fonction 
de leur domaine C-terminal, impliqué dans la liaison des lipopro- 
téines. 

Comme nous l'avons vu dans la Section 9-5B, l’apoE4 est 
également associée à une forte (16 fois) augmentation de l’inci- 
dence de la maladie d'Alzheimer (MA). Ceci n'est pas surpre- 
nant si l’on considère que l'apoE est exprimée par certains neu- 
rones et est présente dans le liquide céphalo-rachidien, où elle 
assure le transport de cholestérol comme elle le fait dans le 
plasma (le cholestérol abonde dans les membranes plasmiques 
des neurones où il intervient dans la transmission de l’influx ner- 
veux ; Section 20-SC). 

On trouve dans le cerveau des victimes de la MA de nom- 
breux dépôts amyloïdes extracellulaires (les plaques séniles) faits 
de fibrilles du peptide amyloïde B (AB) qui résulte de la dégra- 
dation protéolytique du précurseur du peptide amyloïde, une pro- 
téine normalement produite (Section 9-5B). 11 semble que les 
plaques séniles soient l'agent pathogène de la MA. On a montré 
par immunohistochimie que l'apoE est associée aux plaques 
séniles. {n vitro, l'apoE3 et l'apoE4 forment avec le peptide AB 
des complexes qui résistent au SDS et qui finissent par s'agré- 
ger et précipiter en une matrice de fibrilles très semblables à 
celles des plaques séniles. L'apoE4 est plus susceptible que 
l'apoE3 de former de tels complexes, qui sont alors plus denses 
et plus abondants. 

Une comparaison des structures par rayons X de l'apoE3 et de 
l'apoE4 ne montre que de petites différences dans les conforma- 
tions du squelette, lesquelles se limitent au voisinage immédiat du 
résidu 112 modifié (Cys dans l’apoE3, Arg dans l'apoE4). Les 
deux seules chaînes latérales de l'apoE4 dont la conformation dif- 
fère de celles dans l'apoE3 sont Glu 109, qui dans l’apoE4 se 
détourne pour former un pont salin avec Arg 112, et Arg 61 (en 
orange dans la Fig. 12-80), qui entre en contact avec Cys 112 dans 
l'apoE3 mais s'écarte en faveur du nouveau pont salin dans 
l'apoE4, Ainsi Glu 109 et Arg 61 sont tous deux susceptibles de 
rendre compte des différences fonctionnelles entre l'apoE3 et 
l'apoE4. Cependant, après remplacement (par mutagenèse) de Glu 
109 par Ala dans l'apoE3, cette dernière préfère toujours se lier 
aux HDL plutôt qu'aux VLDL. Au contraire, le remplacement de 
l'Arg 61 par Thr dans l'apoE4 lui donne la même préférence que 
l'apoE3. L'Arg 61 est donc cruciale pour conférer aux apoE leur 
sélectivité de liaison HDL/VLDL. Cette hypothèse est confortée 
par le fait que le résidu 61 est une Thr conservée dans 10 apoE 
d'autres espèces. Aucune de ces dernières ne manifeste les lésions 
typiques de la MA, bien qu'il faille encore démontrer que l'Arg 61 
est bien responsable de la différence d'affinité de l'apoE3 et de 
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d. L'apoE2 a une faible affinité pour le récepteur des LDL 

L'apoE2 n'a que 0,1 % de l'affinité de l'apoE3 ou de l'apoE4 
pour le LDLR. Ainsi, l’apoE2 cause l'hyperlipoprotéinémie 
familiale de type III, caractérisée par des taux plasmatiques éle- 
vés de cholestérol et de triglycérides et donc une atteinte précoce 
des artères coronaires. 

La déficience de liaison de l'apoE2 pour le LDLR est due au 
remplacement de Arg 158 par Cys, résidu (en blanc dans la Fig. 
12-80) localisé en dehors du domaine de liaison au récepteur, à 
savoir les résidus 136 à 150 (moitié inférieure de l’hélice C-termi- 
nale dans la Fig. 12-80). Dans l'apoE3, Asp 154 forme un pont 
salin avec Arg 158 (située un tour plus loin dans l'hélice &). Dans 
l'apoE2, ce pont salin ne peut se former puisque Arg 158 est rem- 
placée par une Cys. En fait, comme le montre la structure par 
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rayons X de l'apoE2, Asp 154 forme un pont salin avec Arg 150 
(située un tour d'hélice moins loin), ce qui modifie la conforma- 
tion de la chaîne latérale de ce résidu du site de liaison au 
LDLR. De fait, si l'on empêche la formation de ce pont salin anor- 
mal en remplaçant, par mutagenèse de l'apoE2, Asp 154 par Ala, 
on retrouve une affinité quasi normale pour le LDLR. 

On peut traiter les sujets atteints d'hyperlipoprotéinémie de 
type III en leur imposant une alimentation pauvre en graisses et en 
calories, et une réduction de poids. Il semble donc que la modifi- 
cation de la composition lipidique des lipoprotéines produite par 
ce régime confère à suffisamment de molécules d'apoE2 une 
conformation leur permettant de se lier au récepteur, pour norma- 
liser, ou à peu près, la vitesse de retrait des lipoprotéines de la cir- 
culation. 
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1 M Classification des lipides Les acides gras sont des acides 
carboxyliques à longue chaîne qui peuvent avoir une ou plusieurs 
doubles liaisons, généralement cis. Leurs anions sont des molécules 
amphiphiles qui forment des micelles dans l'eau. Dans la nature, on 
trouve les acides gras comme constituants de lipides, plutôt qu' à 
l'état libre. La classe la plus abondante de lipides, les triacylglycé- 
rols ou graisses neutres, sont des molécules non polaires qui consti- 
tuent la réserve nutritionnelle principale des animaux. Les lipides 
que l’on trouve dans les membranes sont les phospholipides, les 
sphingolipides et, chez les eucaryotes, le cholestérol ou d'autres sté- 
rols. Les sphingolipides, comme les cérébrosides et les gangliosides, 
portent des têtes glucidiques complexes qui jouent le rôle de mar- 
queurs de reconnaissance dans de nombreux processus biologiques. 

2 & Propriétés des agrégats lipidiques Les formes molécu- 
laires des lipides membranaires les incitent à s'agréger en solutions 
aqueuses pour former des bicouches. Celles-ci donnent des vésicules 
fermées appelées des liposomes, utilisés comme modèles de mem- 
brane et systèmes de transport de médicaments dans l'organisme. 
Les bicouches sont essentiellement imperméables aux molécules 
polaires, l'eau exceptée. De même, le basculement d'un lipide dans 
une bicouche se produit très rarement. Par contre, les bicouches qui 
se trouvent au-dessus de leur température de transition se compor- 
tent comme des fluides à deux dimensions dans lesquels les molé- 
cules lipidiques individuelles diffusent librement dans le plan de la 
bicouche. Le cholestérol diminue la fluidité de la membrane et aug- 
mente la température de sa transition ordre-désordre en interférant 
avec le compactage cohésif des chaînes latérales d'acides gras des 
lipides. 

3 mm Membranes biologiques Les membranes biologiques ont 
une forte teneur en protéines. Les protéines intrinsèques, par exemple 
la bactériorhodopsine, le centre de réaction photosynthétique, les 
porines et la cyclooxygénase, possèdent des régions non polaires de 
surface qui s'associent par interactions hydrophobes avec le cœur de 
la bicouche. Les protéines extrinsèques, comme le cytochrome c, se 
lient par interactions polaires à des protéines intrinsèques à la sur- 
face membranaire ou à des groupements de tête des phospholipides. 
Les protéines intrinsèques spécifiques sont toujours associées à un 
côté particulier de la membrane ou, si ce sont des protéines trans- 
membranaires, elles n'ont qu'une orientation possible. Les protéines 
liées aux lipides sont reliées par covalence à des groupements iso- 
nrénaoïde d'acide erag et/ou elveosvinhosnhatidulinositolt (GPT) aui 


ancrent ces protéines aux membranes et assurent des interactions 
avec d'autres protéines. Selon le modèle de mosaïque fluide de la 
structure des membranes, les protéines intrinsèques ressemblent à 
des icebergs qui flottent sur une mer de lipides à deux dimensions. 
On voit par cryo-fracture et cryo-décapage, que ces protéines sont 
réparties au hasard dans la membrane. Certains lipides et/ou pro- 
téines peuvent former des agrégats spécifiques sur un feuillet d'une 
membrane. 

Le cytosquelette de l'érythrocyte est responsable de la forme, de la 
souplesse et de La fluidité de cette cellule. La spectrine, le constituant 
protéique majeur du cytosquelette, est un hétérotétramère (af); en 
forme de ver, qui établit des liaisons croisées avec des oligomères 
d’actine et avec la protéine de la bande 4,1. Le réseau protéique qui en 
résulte est ancré à la membrane par l'association de la spectrine avec 
l'ankyrine qui, à son tour, se lie à la protéine de la bande 3, une pro- 
téine transmembranaire qui forme un canal à anions. 

La surface des érythrocytes porte plusieurs antigènes des groupes 
sanguins. Les antigènes du système ABO diffèrent selon la nature des 
sucres à l'extrémité non réductrice. Les antigènes du groupe ABO se 
trouvent sur les membranes plasmiques de nombreuses cellules et dans 
les liquides de sécrétion. 

Les jonctions communicantes sont des tubes protéiques transmem- 
branaires hexagonaux qui relient des cellules adjacentes. Le canal cen- 
tral des jonctions communicantes, qui se ferme pour des concentra- 
tions intracellulaires en Ca?* élevées, permet à de petites molécules et 
ions, mais pas aux macromolécules, de passer entre les cellules. 
Chaque sous-unité de connexine des deux connexons hexamériques 
qui se font face dans la jonction communicante contient quatre hélices 
transmembranaires. 

Les toxines bactériennes constituant des canaux, comme l'«- 
hémolysine, forment des oligomères sur la face externe de la mem- 
brane plasmique de la cellule cible. Ils s'insèrent dans la membrane 
pour y former des pores par où s'échappent de petites molécules et des 
ions, ce qui entraîne la mort cellulaire. 

4 B Assemblage des membranes et adressage des protéines 
Les nouvelles membranes se forment par extension de membranes 
préexistantes. Les lipides sont synthétisés par des enzymes membra- 
naires et sont déposés sur l'un des côtés de la membrane, Ils pas- 
sent de l’autre côté par basculements (flip-flop) catalysés par des fli- 
pases membranaires et des translocases de phospholipides. Chez les 
eucarvotes Les linides sont trançnortés entre les différentes mem- 
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branes par des vésicules lipidiques ou par des protéines d'échange 
de phospholipides. 

Dans la voie sécrétoire, les protéines transmembranaires et les pro- 
téines de sécrétion sont synthétisées sur les ribosomes avec une 
séquence signal N-terminale. Le peptide signal se lie à une particule 
de reconnaissance du signal contenant de l'ARN (la SRP), qui arrête 
alors la synthèse du polypeptide, Le complexe SRP-ribosome se lie 
ensuite au récepteur de la SRP (SR) associé au translocon sur la mem- 
brane du réticulum endoplasmique (RE). Moyennant hydrolyse du 
GTP par la SRP et le SR, le complexe reprend la synthèse du poly- 
peptide. Lors de son passage par le translocon vers la lumière du RE, 
la protéine en voie de sécrétion est débarrassée de son peptide signal 
par une peptidase du signal liée à la membrane du RE, son repliement 
est facilité par des interactions avec des chaperons protéiques du RE 
tels que BiP, et sa maturation post-traductionnelle, principalement par 
glycosylation, commence. Les protéines intrinsèques, dont les seg- 
ments transmembranaires (TM) portent chacun des séquences signal 
d'ancrage, entrent également dans le translocon, qui insère latérale- 
ment ces segments TM dans la membrane du RE. 

Les protéines passent du RE au Golgi (où leur maturation se pour- 
suit) et de là vers leur destination finale, via des vésicules membra- 
neuses tapissées de clathrine, de COPI ou de COPIL. Les vésicules 
tapissées de clathrine interviennent également dans l'endocytose. Les 
cages de clathrine sont des polyèdres formés de triskélions, eux- 
mêmes trimères de chaînes lourdes qui lient chacune une chaîne 
légère. La formation des vésicules tapissées de clathrine est déclen- 
chée par ARNO, un facteur d'échange des nucléotides guanyliques 
(GEF) qui force la petite GTPase ARF1 à échanger, pour du GTP, le 
GDP qui lui est lié et à insérer dans la membrane son groupement 
myristoyl. ARFI + GTP recrute alors des adaptateurs protéiques 
comme AP1 et AP2 qui lient simultanément les chaînes lourdes de cla- 
thrine et les protéines TM en voie de sécrétion ou qui servent de récep- 
teurs à ces dernières dans les vésicules. La formation de la cage de cla- 
thrine provoque le bourgeonnement de la vésicule, mais sa libération 
proprement dite de sa membrane d'origine exige l'action d'une 
GTPase, la dynamine. Peu après sa libération, la vésicule est détapis- 
sée avec l’aide de la protéine chaperon Hsc70. Il en est de même pour 
les vésicules tapissées de COPI ou de COPII, sauf que leur épincement 
de leur membrane d'origine ne nécessite pas de protéine du genre 
dynamine. Dans les vésicules tapissées, les récepteurs des protéines en 
transit y reconnaissent des signaux spécifiques, comme le groupement 
mannose-6-phosphate qui dirige la protéine vers les lysosomes, ou la 
séquence C-terminale KDEL qui renvoie, du Golgi au RE, les pro- 
téines localisées normalement dans le RE. 

La fusion de la vésicule avec sa membrane cible se produit 
lorsque la protéine Rab, une petite GTPase, associe lâchement (tethe- 
ring) les deux membranes. La vésicule est alors ancrée solidement 
(docking) à la membrane par interactions de reconnaissance mutuelle 
entre un R-SNARE de la vésicule et un Q-SNARE correspondant de 
la membrane cible. Dans les neurones, les vésicules synaptiques 
s'ancrent à la membrane présynaptique par interaction de la synap- 
tobrévine (VAMP), un R-SNARE, avec la syntaxine et SNAP-25, des 
Q-SNARE, pour former un faisceau de 4 hélices. Ces SNARE neu- 
ronaux sont scindés spécifiquement par les neurotoxines tétanique et 
botulique. Les étapes finales de la fusion des membranes peut être 
catalysée par d'autres protéines, comme VO chez la levure, La pro- 
téine neuronale SM appelée nSecl se lie fortement à la syntaxine 
pour empêcher la formation du complexe SNARE. Celui-ci peut 
s'établir lorsque la protéine Rab et/ou ses effecteurs amène nSec] à 
libérer la syntaxine. Après fusion des vésicules, le complexe SNARE 
doit se dissocier afin d'être recyclé. Ceci fait intervenir la protéine 


NSF, chaperon moléculaire ATP-dépendant. qui se lie au complexe 
SNARE via une protéine SNAP. 

Les protéines mitochondriales codées par des gènes nucléaires sont 
synthétisées par des ribosomes du cytosol et n'entrent dans la mito- 
chondrie qu'après leur traduction. Une protéine ne peut traverser une 
membrane que dépliée et doit donc l'être au préalable par un chaperon 
moléculaire ATP-dépendant comme Hsp70 ou MSF, Les protéines des- 
tinées à la matrice traversent la membrane mitochondriale externe via 
le complexe TOM, qui reconnaît la séquence signal N-terminale char- 
gée positivement de la protéine. Cette préséquence traverse l’espace 
intermembranaire pour rencontrer un complexe TIM qui la fait passer, 
à travers la membrane interne, dans la matrice. Cet dernier processus 
est actionné à la fois par le potentiel de membrane mitochondrial, qui 
attire électrophorétiquement dans la matrice la préséquence chargée 
positivement, et par le chaperon ATP-dépendant mHsp70, qui se lie à 
Tim44 et entraîne dans la matrice la protéine dépliée, comme le ferait 
une crémaillère. La MMP sépare alors la préséquence de la protéine, 
qui est ensuite repliée dans sa conformation native par un ensemble de 
chaperons locaux dont mHsp70 et Hsp60/Hsp10, Les protéines trans- 
porteuses de métabolites, qui n'ont pas de préséquence N-terminale 
mais bien des séquences internes d'adressage, pénètrent également 
dans l'espace intermembranaire via le complexe TOM. Cependant, 
elles sont escortées à travers cet espace par un complexe de Tim9 et de 
Tim10 qui les conduit à un complexe TIM différent, lequel les insère 
latéralement dans la membrane mitochondriale interne. Beaucoup de 
protéines devant être insérées dans la membrane interne ou rester dans 
l'espace intermembranaire passent d'abord par la matrice. Après que 
leur préséquence N-terminale ait été séparée de leur séquence signal 
en deux parties, elles atteignent leur destination finale selon un pro- 
cessus conforme à l'origine procaryotique de la mitochondrie. L'apo- 
cytochrome c passe traverse librement la membrane mitochondriale 
externe via P70, une protéine du type porine, vers l’espace intermem- 
branaire, où il est piégé suit à l’accrochage de son groupement hème 
catalysé par la CCHL. 

5 B Lipoprotéines Les lipides sont transportés dans la circula- 
tion par des lipoprotéines du plasma. Ce sont essentiellement des 
gouttelettes de triacylglycérols et d'esters de cholestérol recouvertes 
d'une monocouche de phospholipides, de cholestérol, et d'apolipo- 
protéines, Les hélices amphiphiles des apolipoprotéines flottent à la 
surface lipoprotéique en contact hydrophobe avec l'intérieur lipi- 
dique. Les chylomicrons et les VLDL assurent respectivement le 
transport des triacylglycérols et du cholestérol à partir de l'intestin 
et du foie, vers les tissus. Les HDL transportent essentiellement le 
cholestérol des tissus vers le foie, le seul organe capable d'éliminer 
des quantités significatives de cholestérol. Les triacylglycérols des 
chylomicrons et des VLDL sont dégradés par la lipoprotéine lipase 
qui borde les capillaires. Les LDL, produits, riches en cholestérol, 
de la dégradation des VLDL, se lient aux récepteurs des LDL 
(LDLR) à la surface cellulaire et sont captées par la cellule via l'en- 
docytose par récepteur interposé. La présence d'un excès de choles- 
térol intracellulaire inhibe la synthèse des LDLR et du cholestérol. 
Une cause majeure d'athérosclérose est un excès de LDL dans le 
plasma, phénomène particulièrement net chez les personnes atteintes 
d'hypercholestérolémie familiale, qui sont dépourvues de LDLR 
fonctionnels. Les LDL en excès sont oxydées et captées, via leurs 
récepteurs polyvalents, par les macrophages qui se trouvent dans les 
plaques athérosclérotiques. Il existe également une corrélation entre 
l'athérosclérose, maladie multifactorielle, et une faible concentration 
en HDL, qui récupèrent aussi le cholestérol. L'apoE2 et l'apoE4, des 
variantes de l’apoE, sont impliquées dans les maladies cardiovascu- 
laires, et l'apoE4 l'est également dans la maladie d'Alzheimer. 
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D ST 
PROBLÈMES 


1. Expliquez la différence des points de fusion entre l'acide trans- 
oléique (44,5 °C) et l'acide cis-oléique (13,4 °C). 

2. Pourquoi les animaux qui vivent dans les pays froids ont-ils géné- 
ralement plus de résidus d'acides gras polyinsaturés dans leur graisse que 
les animaux qui vivent dans les pays chauds ? 

*3. Combien peut-on former d'isomères différents de phosphatidylsérine, 
de triacyiglycérols, et de cardiolipine, à partir de quatre types d'acides gras ? 

4. Calculez l'épaisseur de la couche formée par la cuillerée d'huile de 
Benjamin Franklin à la surface de la mare de Clapham (1 cuillerée = 5 ml 
et 1 acre = 4047 m?). 


5. L'eau « dure » a une concentration élevée en Ca?*. Expliquez pour- 
quoi le savon n'est pas efficace pour laver dans l'eau dure. 

6. Expliquez pourquoi les hydrocarbures purs ne forment pas de 
monocouches sur l'eau. 

7. Les bulles de savon sont des bicouches inversées ; autrement dit, les 
têtes polaires des groupements amphiphiles, avec un peu d'eau, sont en 
opposition, alors que les queues hydrophobes se projettent dans l'air. 
Expliquez la base physique de ce phénomène. 

8. Décrivez comment les détergents agissent pour extraire les pro- 
téines membranaires intrinsèques. Comment empêchent-ils les protéines de 
précipiter ? Pourquoi des détergents doux, comme le Triton X-100, ne se 
lient-ils qu'aux protéines qui forment des complexes lipidiques ? 

+9. La portion transmembranaire de la glycophorine A (Fig. 12-21) est- 
elle une hélice « ? (utilisez les règles de Chou et Fasman ; Section 9-3A). 

10, Les symétries des protéines membranaires intrinsèques oligomé- 
riques sont contraintes car leurs sous-unités doivent toutes avoir la même 
orientation par rapport au plan de la membrane, Quelles symétries ces pro- 
téines peuvent-elles avoir ? Expliquez. (La symétrie des protéines est étu- 
diée dans la Section 8-5B.) 

1L. (a) Combien de résidus une hélice & doit-elle avoir pour traverser 
le cœur hydrocarboné (30 À d'épaisseur) d'une bicouche lipidique ? (b) 
Combien de résidus un feuillet B incliné de 30 “sur la perpendiculaire au 
plan de la membrane devrait-il avoir pour traverser ce cœur ? Pourquoi La 
plupart des hélices « et des feuillets B possèdent-ils plus de résidus que ces 
valeurs minimum ? 

12. Expliquez pourquoi des anticorps dirigés contre des antigènes du 
groupe sanguin À sont inhibés par la N-acétylgalactosamine, alors que des 
anticorps anti-B sont inhibés par le galactose. 

13. Des personnes ayant l'un des groupes sanguins ABO sont dites 
« donneurs universels » alors que d'autres sont dites « receveurs univer- 
sels ». Quels sont ces groupes sanguins ? Expliquez. 


14. Des anticorps anti-H ne se trouvent pas normalement dans le sang 
humain. On peut, cependant, provoquer leur apparition chez des animaux 
en leur en injectant du sang humain. Comment de tels anticorps réagiraient- 
ils avec les tissus de personnes appartenant aux groupes sanguins de type 
A, B, ou 0? 


LS. Thermus aquaticus est une bactérie thermophile qui pousse entre 
50 er 80 °C. Bien que le sillon du domaine M de sa Ffh, qui lie le pep- 
tide signal, soit bordé de groupements hydrophobes, seuls trois d'entre 
eux sont des chaînes latérales de Met. Au contraire, chez les organismes 
mésophiles (qui vivent à température normale), ce même sillon est bordé 
de nombreuses Met (11 chez E. coli). De plus, la boucle en doigt qui 
forme une paroi du sillon est désordonnée dans la structure par rayons 
X du domaine M de E. coli, mais elle est ordonnée dans celle de T. aqua- 
ticus (Fig. 12-48 ; les deux protéines furent cristallisées à température de 
la pièce). Proposez une explication de ces phénomènes d'adaptation chez 
T. aquaticus. 

*16, Dans une hypercholestérolémie familiale héréditaire particu- 
lière, les LDL se lient à la surface cellulaire mais ne sont pas inter- 
nalisées par endocytose, L'examen par microscopie électronique 
montre que chaque cellule du malade présente un équipement en puits 
tapissés normal, mais que les LDL conjuguées à la ferritine ne s'y 
lient pas. Plus exactement, on voit des LDL liées de façon uniforme 
dans les régions de la surface cellulaire non tapissées. Apparemment, 
les récepteurs de LDL mutants ont des propriétés de liaison normales 
mais ils ne sont pas au bon endroit. D'après ces données, que peut- 
on dire sur la manière dont les récepteurs de LDL sont assemblés 
dans les puits tapissés ? 

17. Selon le Tableau 12-6, les densités des lipoprotéines augmentent 
lorsque le diamètre des particules diminue. Expliquez. 

18. Certains types de virus animaux se développent par bourgeon- 
nement à partir de la surface cellulaire, de la même manière que les puits 
tapissés bourgeonnent à l'intérieur du cytoplasme pour former des vési- 
cules tapissées après endocytose, Dans les deux cas, les vésicules mem- 
branaires se construisent sur une armature protéique polyédrique. Sché- 
matisez le bourgeonnement d'un virus animal en indiquant la localisation 
de sa membrane par rapport à son enveloppe protéique. 

19. Pourquoi les chylomicrons ne sont-ils pas captés par les récep- 
teurs de LDL? 

20. La maladie de Wolman — maladie fatale pour les homozygotes 
— est due à une déficience importante de la cholestéryl ester hydro- 
lase, l'enzyme qui catalyse l'hydrolyse des esters de cholestérol intra- 
cellulaires. Décrivez l'aspect microscopique des cellules des victimes de 
la maladie de Wolman. 
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Les innombrables réactions biochimiques différentes dont la 
matière vivante est le siège sont presque toutes sous la dépendance 
de catalyseurs biologiques remarquables appelés enzymes. Bien 
que soumises aux mêmes lois de la nature que les autres sub- 
stances, les enzymes diffèrent des catalyseurs chimiques clas- 
siques sur plusieurs points importants : 

L. Vitesses de réaction plus grandes : Les vitesses des réac- 
tions catalysées par des enzymes sont multipliées par des facteurs 
compris entre 10° et 10/2? par rapport aux réactions correspon- 
dantes sans catalyseurs, et sont au moins de plusieurs ordres de 
grandeur supérieures aux réactions correspondantes catalysées par 
un catalyseur chimique, 

2. Conditions de réaction plus douces : Les réactions cataly- 
sées par des enzymes ont lieu dans des conditions relativement 
douces : températures en-dessous de 100 °C, pression atmosphé- 
rique, et pH proche de la neutralité, alors que les réactions sous la 
dépendance d'un catalyseur chimique nécessitent souvent des tem- 
pératures et des pressions élevées ainsi que des pH extrêmes. 

3, Spécifité de réaction plus grande : Les enzymes ont des 
spécificités beaucoup plus grandes vis-à-vis de leurs substrats (les 
réactifs) et de leurs produits que les catalyseurs chimiques ; ainsi, 
les réactions enzymatiques ne donnent que rarement des produits 
secondaires. Par exemple, dans la synthèse enzymatique des pro- 
téines sur les ribosomes (Section 32-3), des polypeptides formés 
de plus de 1000 résidus d'acide aminé sont synthétisés sans la 
moindre erreur. Lors de la synthèse chimique de polypeptides, des 
réactions annexes et des réactions incomplètes limitent à environ 
100 résidus (Section 7-B) la longueur des polypeptides qui peu- 
vent être produits avec précision et un rendement satisfaisant. 

4, Possibilités de régulation: Les activités catalytiques de 
nombreuses enzymes varient en réponse aux concentrations de sub- 
stances autres que leurs substrats et produits. Ces processus de régu- 
lation incluent le contrôle allostérique, la modification covalente des 
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Compte tenu des propriétés catalytiques remarquables des 
enzymes, on arrive à l’une des questions centrales de la biochimie : 
Comment fonctionnent les enzymes ? Nous répondrons à cette 
question dans cette partie du livre. 

Après un rappel historique, nous commencerons l'étude des 
enzymes en prenant deux exemples simples: l’un qui montrera 
comment se manifeste la spécificité enzymatique, l'autre com- 
ment la régulation de l'activité enzymatique est assurée, Ces 
exemples ne constituent aucunement une étude exhaustive; ils 
ont pour but de mettre en évidence ces aspects importants, s’il 
en est, des mécanismes enzymatiques que nous rencontrerons 
souvent dans l'étude du métabolisme (Chapitres 16-28). Avec ces 
deux exemples, nous serons amenés à parler du rôle des cofac- 
teurs des enzymes. Le chapitre se termine par un bref aperçu sur 
la nomenclature des enzymes, Dans le chapitre 14, nous abor- 
derons la cinétique enzymatique, car l'étude de la vitesse des 
réactions enzymatiques fournit des renseignements indispen- 
sables sur le mécanisme réactionnel. Enfin, le chapitre 15 est un 
exposé général sur les mécanismes catalytiques utilisés par les 
enzymes, suivi d'une étude des mécanismes de plusieurs 
enzymes spécifiques. 


1 M PERSPECTIVE HISTORIQUE 


L'histoire de l'enzymologie, l'étude des enzymes, débute avec 
celle de la biochimie elle-même; ces disciplines se sont déve- 
loppées ensemble depuis les recherches sur la fermentation et la 
digestion au dix-neuvième siècle. On considère que les 
recherches sur la fermentation ont commencé en 1810 lorsque 
Joseph Gay-Lussac a montré que l'éthanol et le CO, sont les 
produits principaux de la dégradation du sucre par les levures. 
En 1835, Jacob Berzélius, dans la première étude théorique géné- 
rale sur la catalyse chimique, remarqua qu'un extrait de malt 
appelé diastase (on sait maintenant qu'il contient l'enzyme a- 
amylase; Section 11-2D) catalyse l'hydrolyse de l’amidon avec 
plus d'efficacité que l'acide sulfurique. Cependant, bien que les 
acides minéraux aient la même action que la diastase, c'est leur 
incapacité à reproduire la plupart des autres réactions biochi- 
miques au laboratoire qui conduisit Louis Pasteur, au milieu du 
dix-neuvième siècle, à proposer que les processus de fermenta- 
tion étaient liés à la matière vivante. Ainsi, selon une idée répan- 
due à cette époque, Pasteur supposa que les êtres vivants étaient 
dotés d'une «force vitale» qui leur permettait d'échapper aux 
lois de la nature qui régissent la matière inanimée. D'autres 
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processus biologiques sont sous la dépendance de substances chi- 
miques appelées « ferments ». En réalité, le terme « enzyme » (du 
grec en, dans, et zyme, levure) a été introduit en 1878 par Fre- 
derich Wilhelm Kühne afin de souligner qu'il existe quelque 
chose dans les levures, par opposition à la levure elle-même, qui 
catalyse les réactions de la fermentation. Toutefois, ce n'est 
qu'en 1897 que Eduard Buchner obtint un extrait acellulaire de 
levures capable d'assurer la synthèse de l'éthanol à partir de glu- 
cose (la fermentation alcoolique: Section 17-3B). 

Emil Fischer découvrit, en 1894, que les enzymes de la gly- 
colyse peuvent distinguer des sucres stéréoisomères, ce qui le 
conduisit à formuler l'hypothèse de la clef et de la serrure: la 
spécificité d'une enzyme (la serrure) pour son substrat (la clef) 
est due à leurs formes géométriques complémentaires, Cepen- 
dant, la composition chimique des enzymes ne fut établie avec 
certitude que dans la première moitié du vingtième siècle. En 
1926, James Sumner cristallisa la première enzyme, l'uréase du 
haricot sabre (jack bean), qui catalyse l'hydrolyse de l'urée en 
NH, et CO,, et démontra que ces cristaux étaient de nature pro- 
téique. Toutefois, comme les préparations de Sumner n'étaient 
pas près pures, la nature protéique des enzymes ne fut acceptée 
par tout le monde qu'au milieu des années 1930, lorsque John 
Northrop et Moses Kunitz mirent en évidence une corrélation 
directe entre les activités enzymatiques de pepsine, trypsine et 
chymotrypsine cristallisées, et les quantités de protéine présentes. 
Depuis, de nombreuses expériences ont démontré que les 
enzymes sont des protéines (mais on a montré récemment que 
certains ARN ont des propriétés catalytiques ; Section 31-4B). 

Bien que l'enzymologie ait une longue histoire, notre com- 
préhension de la nature et des fonctions des enzymes est, en 
grande partie, le résultat de travaux des cinquante dernières 
années. Ce n'est que grâce à la mise au point de techniques 
modernes de séparation et d'analyse (Chapitre 6) que l'isolement 
et la caractérisation d'une enzyme ont cessé d'être un travail 
gigantesque. Il a fallu attendre 1963 pour que la première 
séquence en acides aminés, celle de la ribonucléase A de pan- 
créas bovin (Section 1$-1A), soit publiée dans son intégralité, 
et 1965 pour qu'on élucide la première structure d'une enzyme 
par rayons X, celle du Iysozyme du blanc d'œuf de poule (Sec- 
tion 15-2A). Dans les années qui ont suivi, plusieurs milliers 
d'enzymes ont été purifiées et caractérisées, au moins jusqu'à un 
certain point, et la vitesse de ces investigations ne fait que s’ac- 
célérer. 


2 B SPÉCIFICITÉ POUR LE SUBSTRAT 


Les forces non covalentes qui permettent aux substrats et à 
d'autres molécules de se lier aux enzymes sont de même nature 
que celles qui imposent leurs conformations aux protéines elles- 
mêmes (Section 8-4) : forces de van der Waals, interactions élec- 
trostatiques, liaisons hydrogène, et interactions hydrophobes. 
Généralement, le site de liaison d'un substrat correspond à une 
poche ou une crevasse à la surface de la molécule d'enzyme dont 
la forme est complémentaire à celle du substrat (complémenta- 
rité géométrique). De plus, les résidus d'acide aminé qui consti- 
tuent le site de liaison sont disposés afin d'interagir spécifique- 
ment avec Le substrat pour l'attirer (complémentarité 
électronique : Fig. 13-1). Les molécules aui diffèrent du substrat 


FIGURE 13-1 Un complexe enzyme-substrat montrant à la fois les 
complémentarités géométrique et physique entre enzyme et substrat. 
Les groupements hydrophobes sont symbolisés par un h dans un cercle 
brun et les lignes en pointillés figurent les liaisons hydrogène. 


par la forme ou la distribution de leurs groupements fonctionnels 
ne peuvent se lier à l'enzyme efficacement ; autrement dit, elles 
ne peuvent former de complexes enzyme-substrat qui conduisent 
à la formation de produits. Le site de liaison du substrat peut, 
en accord avec l'hypothèse de la clef et de la serrure, exister en 
l'absence de substrat lié, ou il peut se former en même temps 
que le substrat se fixe à l'enzyme, comme le suggère l'hypothèse 
de l'ajustement induit (Section 10-4C). Des études par rayons X 
montrent que les sites de liaison du substrat de la plupart des 
enzymes sont déjà préformés mais que la plupart d'entre eux 
sont le siège d'un ajustement induit plus ou moins important lors 
de la liaison du substrat. 


A. Stéréospécificité 


Les enzymes sont très spécifiques, aussi bien pour se lier à des sub- 
strats chiraux que pour catalyser leurs réactions. Cette stéréospé- 
cificité vient de ce que les enzymes, en raison de leur chiralité 
inhérente (les protéines ne sont formées que de L-aminoacides), 
forment des sites actifs asymétriques, Par exemple, la trypsine 
hydrolyse facilement des polypeptides formés de L-aminoacides, 
mais est sans action sur des polypeptides formés de D-aminoa- 
cides. De même, les enzymes du métabolisme du glucose (Section 
17-2) sont spécifiques des résidus D-glucose. 

Les enzymes ont une stéréospécificité absolue dans les réac- 
tions qu'ils catalysent. Ceci a été montré de façon frappante dans 
le cas de l'alcool déshvdrogénase de levure (YADH) par Frank 


X=H 
X= PO Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate (NADP*+) 


FIGURE 13-2 Les structures et les réactions du nicotinamide adénine 
dinucléotide (NAD") et du nicotinamide adénine dinucléotide phos- 
phate (NADP*). Leurs formes réduites sont NADH et NADPH. Ces 
molécules, que l’on désigne collectivement par coenzymes à nicotina- 
mide ou nucléotides pyridiniques (le noyau nicotinamide est un dérivé 


Westheimer et Birgit Vennesland. L'alcool déshydrogénase cata- 
lyse l'interconversion de l'éthanol et de l'acétaldéhyde selon la 
réaction : 


+ YADH I 
CH,CH,OH + NAD* == CH,CH + NADH + H* 
Ethanol Acétaldéhyde 


Les structures du NAD* et du NADH sont données dans la Fig. 


13-2, Rappelons que l'éthanol est une molécule prochirale (cf. 
Section 4-2C pour l'explication de la prochiralité) : 


OH 


|: é "HR 
CH, 


On peut distinguer les deux atomes d'hydrogène du groupement 
méthylène de l'éthanol si la molécule est maintenue selon une dis- 
position asymétrique (Fig. 13-3). Les sites de liaison du substrat 
des enzymes ont naturellement des dispositions correspondantes, 
de sorte qu'ils immobilisent les groupements réactifs du substrat à 
la surface de l'enzyme. 
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Adénosine 


Nicotinamide adénine dinueleotide (NAD*) 


de la pyridine) sont des transporteurs intracellulaires d'équivalents réduc- 
teurs (électrons), comme nous le verrons dans des chapitres ultérieurs. 
Noter que seul le noyau nicotinamide est modifié au cours de la réaction. 
La réduction implique formellement le transfert de deux atomes d'hydro- 
gène (H”), même si la réduction peut se faire par un autre mécanisme. 


FIGURE 13-3 Distinction prochirale, L'attachement spécifique d'un 
centre prochiral à un site de liaison enzymatique permet à l'enzyme de 
distinguer les groupes prochiraux, Note : si elle était possible, la haison 
de l'image en miroir de la molécule prochirale aux mêmes trois sites par 
en dessous de l'enzyme aurait toujours pour résultat que H,,,, est pointé 
vers une position différente. 
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Westheimer et Vennesland ont élucidé la nature stéréospé- 
cifique de la réaction de la YADH par les expériences sui- 
vantes : 

L. Si la réaction de la YADH est réalisée avec de l'éthanol deu- 
téré, le NADH produit est deutéré : 


ET 
YADH 
— + 


NH 
| | | 


NAD* 


Noter que le noyau nicotinamide du NAD" est aussi prochiral, 

2. Après avoir isolé ce NADD afin de l'utiliser dans la réac- 
tion inverse pour réduire l'acétaldéhyde normal, le deutérium est 
transféré quantitativement du NADD à l'acétaldéhyde pour former 
de l'éthanol deutéré : 
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3. Si l'énantiomère du CH,CHDOH précédent est synthétisé 
comme suit : 


au 

CHyCD + NADH + H* SE D=C—H + NAD* 
pi 
CH, 


il n'y a pas de deutérium transféré du produit éthanol au NAD* 
dans la réaction inverse. 

4. Si, cependant, cet éthanol est transformé en son dérivé 
tosylé puis inversé par hydrolyse S,2 pour donner l'éthanol énan- 
tiomère. 


Chlorure de 


p -toluènesulfonyl 
(chlorure de tosyl) 

H, 
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le deutérium est à nouveau transféré quantitativement au NAD* 
dans la réaction de la YADH. 


Les résultats ci-dessus montrent non seulement qu'il y a 
transfert direct d'hydrogène dans la réaction de la YADH (Expé- 
riences | et 2), mais que l'enzyme fait la distinction entre les 
hydrogènes pro-S et pro-R de l'éthanol, ainsi qu'entre les côtés 
si et re du noyau nicotinamide du NAD° (Expénences 2-4), Il a 
été démontré ultérieurement, par synthèses stéréospécifiques, que 
la YADH transfère l'hydrogène pro-R de l'éthanol au côté re du 
noyau nicotinamide du NAD* comme représenté dans le schéma 
précédent, 

La stéréospécificité de la YADH n'a rien d'exceptionnel. En 
étudiant les réactions biochimiques, nous allons voir que presque 
toutes les enzymes qui participent à des réactions chirales ont une 
stéréaspécificité absolue, 


a. La stéréospécificité des déshydrogénases à NADH peut 

avoir une signification fonctionnelle 

Lorsque nous étudierons le métabolisme, nous rencontrerons 
de nombreuses déshydrogénases à NADH qui assurent la réduction 
(ou l'oxydation) d'une grande variété de substrats. Ces différentes 
déshydrogénases sont plus où moins également réparties en deux 
catégories, selon qu'elles transfèrent les hydrogènes pro-R (côté 
re) ou pro-S (côté si) au C4 du NADH (on parle également de 
transferts côté A et côté B), 


5H” 
addition H H 
» côtére 


Cependant, bien que les transferts d'hydrogène depuis les côtés si 
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duits chimiquement identiques, une spécificité particulière de 
transfert est maintenue de manière stricte à l'intérieur de catégo- 
ries de déshydrogénases qui catalysent des réactions identiques 
chez des organismes différents. En fait, les déshydrogénases qui 
catalysent des réactions dont les constantes d'équilibre avec leurs 
substrats naturels dans le sens de la réduction sont < 107'2M, trans- 
fèrent presque toujours l'hydrogène pro-R du noyau nicotinamide, 
alors que celles dont les constantes d'équilibre sont > 1074 
transfèrent généralement l'hydrogène pro-S. Pourquoi l'évolution 
a-t-elle conservé si assidüment cette stéréospécificité ? Est-ce sim- 
plement le résultat d'un accident historique ou at-elle une signifi- 
cation physiologique ? 

L'hydrogène transféré depuis ls NADH lors d'une réaction 
enzymatique donnée est presque certainement celui qui se trouve 
sur le côté du noyau nicotinamide face au substrat. On suppose 
donc que la stéréospécificité d'une certaine catégorie de déshy- 
drogénases résulte simplement d'un choix au hasard au tout 
début de l'évolution. Ce choix fait, il serait irréversible, car le 
basculement du noyau nicotinamide autour de sa liaison glyco- 
sidique dans le NADH aboutirait, c'est du moins ce que l'on a 
pensé, à un masquage, par le groupement carboxamide, de rési- 
dus de l'enzyme indispensables à son activité catalytique. 

Afin d'éclaircir ce point, Steven Benner obtint par mutation, 
en se basant sur la structure par rayons X de l'enzyme presque 
identique l'alcool déshydrogénase de foie de cheval (LADH), 
une YADH qui permet au côté x du noyau nicotinamide de se 
lier à l'enzyme sans interférer avec la catalyse. L'enzyme mutée 
obtenue (Leu 182 — Ala) commet une «erreur » stéréochimique 
pour chaque 850 000 « tumovers » (cycles de réaction) alors que 
l'enzyme sauvage (non mutée) en fait une tous les 7 milliards 
de tumovers. Cette diminution de stéréospécificité d'un facteur 
de 8000 signifie que certaines des chaînes latérales responsables 
de la stéréospécificité de la YADH ne sont pas indispensables à 
l'activité catalytique et renforce donc l'hypothèse d'une signifi- 
cation fonctionnelle de la stéréospécificité. 


B. Spécificité géométrique 


La stéréospécificé des enzymes n'est pas particulièrement sur- 
prenanté compte tenu de la complémentarité entre le site de liai- 
son enzymatique et son substrat. Un substrat qui n’a pas la chi- 
ralité correcte ne pourra pas se fixer à un site de liaison 
enzymatique pour pratiquement la même raison que votre main 
droite ne peut se glisser correctement dans votre gant gauche. 
Cependant, en plus de leur caractère stéréospécifique, la plu- 
part des enzymes sont très sélectives quant à la nature des grou- 
pements chimiques de leurs substrats. En fait, cette spécificité 
géométrique est beaucoup plus contraignante que la stéréospé- 
cificité. Après tout, votre gant gauche acceptera plus ou moins 
bien des mains gauches de taille et de forme différentes de la 
vôtre. 

Les enzymes ont des degrés de spécificité géométrique extré- 
mement variables. Quelques enzymes ont des spécificités abso- 
lues pour un seul substrat. Cependant, la plupart des enzymes 
catalysent des réactions avec un petit nombre de molécules de 
structurés proches. Par exemple, la YADH catalyse l'oxydation 
de petits alcools primaires et secondaires en aldéhydes ou 
cétones correspondants, mais avec moins d'efficacité que celle 
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rent de l'éthanol que par un groupement CH, en moins ou en 
plus, sont oxydés par la YADH à des vitesses respectives 25 fois 
et 2,5 fois plus lentes que ne l’est l'éthanol, De même, le 
NADP", qui ne diffère du NAD* que par la présence d'un grou- 
pement phosphate en position 2° sur le ribose de l'adénosine 
(Fig. 13-2), ne se lie pas à la YADH. Par ailleurs, beaucoup d'en- 
zymes se lient à NADP* et non à NAD*, 

Certaines enzymes, en particulier les enzymes de la digestion, 
sont tellement tolérantes vis-à-vis de leurs substrats, qu'il est 
préférable de parler de préférences plutôt que de spécificités 
géométriques. Par exemple, la carboxypeptidase A catalyse l'hy- 
drolyse des liaisons peptidiques C-terminales de tous les rési- 
dus, exceptés Arg, Lys, et Pro si le résidu précédent n'est pas 
Pro (Tableau 7-1). Toutefois, la vitesse de cette réaction enzy- 
matique varie avec la nature des résidus au voisinage de l'ex- 
trémité C-terminale du polypeptide (cf. Fig. 7-5). Quelques 
enzymes ne sont même pas très spécifiques quant au type de 
réaction qu'elles catalysent, Ainsi, la chymotrypsine, qui cata- 
lyse l'hydrolyse de la liaison peptidique, catalyse aussi l'hydro- 
lyse de liaisons ester. 


0 0 

fl ch i (] + 
RC—NHR'+ H,0 DRE, RC—O- + H,NR 
Peptide 

ñ TER 
RC—OR + H,0 En RC—O- + HOR 
Ester 

H* 


De plus, l'accepteur du groupement acyl dans la réaction de la chy- 
motrypsine n'est pas obligatoirement de l'eau : des acides aminés, 
des alcools, ou de l'ammoniac peuvent jouer ce rôle. II faut préci- 
ser, cependant, que de telles tolérances sont exceptionnelles. De 
fait, la grande majorité des enzymes intracellulaires, in vivo, cata- 
lysent une réaction donnée avec un substrat spécifique. 


3 MB COENZYMES 


Les enzymes catalysent des réactions chimiques très variées. 
Leurs groupements fonctionnels peuvent facilement participer à 
des réactions acide-base, établir certaines formes de liaisons 
covalentes transitoires ainsi que des interactions entre charges 
(Section 15-1). Cependant, elles sont moins enclines à catalyser 
des réactions d'oxydo-réduction ainsi que des réactions de trans- 
fert de groupes. Bien que des enzymes catalysent de telles réac- 
tions, elles ne le font qu'en association avec des cofacteurs, 
petites molécules qui sont essentiellement les « dents chimiques » 
des enzymes. 

Les cofacteurs peuvent être des ions métalliques, tels que Zn?*, 
qui est indispensable à l'activité catalytique de la carboxypeptidase 
À, ou des molécules organiques appelées coenzymes telles que le 
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TABLEAU 13-1 Coenzymes courants 


Coenzyme Réaction impliquée Section concernée 

Biotine Carboxylation 23-1A 

Coenzymes à Alkylation 25-2E 
cobalamine (B,;) 

Coenzyme A Transfert de groupement acyl  21-2A 

Coenzymes Oxido- 16-5C 
flaviniques réduction 

Acide lipoïque Transfert de groupement acyl  21-2A 

Coenzymes Oxido- 13-2A 
nicotinamide réduction 

Phosphate de Transtert de groupement 26-1A 
pyridoxal amino 

Tétrahydrofolate Transfert de groupement 26-4D 

à un carbone 

Pyrophosphate de Transfert de groupement 17-3B 

thiamine aldéhyde 


NAD* par exemple, ne s'associent que transitoirement à une molé- 
cule d'enzyme donnée, si bien qu'ils ont, en fait, un rôle de cosub- 
strat. D'autres cofacteurs, appelés groupements prosthétiques, 
sont associés en permanence à la partie protéique de l’enzyme, 
souvent par liaisons covalentes. Ainsi, le groupement prosthétique 
de l’hémoglobine, le noyau hème, est lié étroitement à la protéine 
par d'importantes interactions hydrophobes et ponts hydrogène, en 
plus d'une liaison covalente entre l'ion Fe?* de l'hème et His F8 
(Sections 10-1A et 10-2B). 

Au cours de la réaction à laquelle ils participent, les coenzymes 
sont modifiés chimiquement. Par conséquent, afin que le cycle 
catalytique soit assuré, le coenzyme doit revenir à son état initial. 
Dans le cas des groupements prosthétiques, ce retour ne peut être 
assuré que par une réaction distincte de la réaction enzymatique 
elle-même. Cependant, pour les coenzymes qui peuvent se disso- 


TABLEAU 13-2 Vitamines précurseurs de coenzymes 
Maladie causée par 


Vitamine Coenzyme carence (chez l'homme) 
Biotine Biocytine a 
Cobalamine (B,) Coenzymes à Anémie pernicieuse 
cobalamine (B,:) 
Acide folique Tétrahydrofolate Anémie mégaloblastique 
Nicotinamide Coenzymes à Pellagre 
nicotinamide 
Pantothénate Coenzyme A a 
Pyridoxine (B,) Phosphate de a 
pyridoxal 
Riboflavine (B;) Coenzymes a 
flaviniques 
Thiamine (B,) Pyrophosphate de  Bériberi 
thiamine 


*U n'y a pas de nom spécifique ; la déficience chez l'homme est rare ou elle 
n'est pas observée. 


cier de l'apoenzyme, le NAD* par exemple, la réaction de régéné- 
ration peut être catalysée par une autre enzyme. 

Le complexe enzyme-cofacteur catalytiquement actif est 
appelé un holoenzyme. La partie protéique de l’holoenzyme, 
enzymatiquement inactive est l’apoenzyme ; ainsi : 

Apoenzyme (inactif) + cofacteur == holoenzyme (actif) 


La liste des coenzymes courants, ainsi que le type de réactions 
auxquelles ils participent, est donnée dans le Tableau 13-1. Nous 
décrirons les structures de ces molécules et leurs mécanismes réac- 
tionnels dans les sections appropriées de ce traité. 


a. Beaucoup de vitamines sont des précurseurs de 

coenzymes 

De nombreux organismes sont incapables de synthétiser cer- 
taines parties des cofacteurs indispensables et, par conséquent, 
ces molécules doivent être fournies dans leur régime alimentaire, 
par ce qu'on appelle des vitamines. En fait, beaucoup de coen- 
zymes ont été découverts en tant que facteurs de croissance pour 
des micro-organismes ou comme substances guérissant des mala- 
dies dues à des déficiences nutritionnelles chez l'homme et les 
animaux. Par exemple, le constituant nicotinamide (également 
appelé niacinamide) du NAD* ou son analogue acide carboxy- 
lique l'acide nicotinique (ou niacine ; Fig. 13-4), guérit la pel- 
lagre, maladie due à une déficience alimentaire. La pellagre, 
caractérisée par des diarrhées, une dermatite, et une démence, 
était une maladie endémique dans les zones rurales du sud des 
États-Unis au début du vingtième siècle. La plupart des animaux, 
y compris l’homme, peuvent synthétiser le nicotinamide à partir 
de tryptophane (Section 28-6A). Or, l'alimentation à base de 
maïs qui prévalait dans les zones rurales du Sud ne contenait que 
peu de nicotinamide utilisable et de tryptophane. [Le maïs 
contient en fait des quantités significatives de nicotinamide mais 
il se trouve sous une forme qui nécessite un traitement par une 
base afin que l'intestin puisse l'absorber. Les Indiens du 
Mexique, dont on pense qu'ils ont domestiqué la plante, ont 
l'habitude de faire tremper la farine de maïs dans une eau cal- 
caire — une solution de Ca(OH), diluée — avant de la cuire au 
four, pour en faire des tortillas.] 

Les vitamines du régime alimentaire de l’homme qui sont des 

de coenzymes, sont toutes des vitamines hydroso- 

lubles (Tableau 13-2). Par contre, les vitamines liposolubles, les 
vitamines A et D par exemple, ne sont pas des constituants de 
coenzymes, même si elles doivent se trouver à l’état de traces dans 
les régimes alimentaires de beaucoup d'animaux supérieurs. Il est 
probable que nos lointains ancêtres avaient la possibilité de syn- 


[e) [e) 
l 
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Nicotinamide Acide nicotinique 
(niacinamide) (niacine) 


FIGURE 13-4 Structures du nicotinamide et de l'acide nicotinique. 
Ces vitamines forment les constituants réactionnels rédox des coenzymes 
NAD' et NADP' (commarer avec ba Fie 142) 


thétiser les différentes vitamines, comme le font les plantes supé- 
rieures et les micro-organismes. Puisque les vitamines se trouvent 
normalement dans les régimes alimentaires des animaux supé- 
rieurs, qui mangent tous d’autres organismes, ou qu'elles sont syn- 
thétisées par les bactéries de la flore intestinale de leur tube diges- 
tif, il est possible que la machinerie cellulaire superfiue 
responsable de leur synthèse se soit perdue au cours de l’évolution. 


4 M RÉGULATION DE L'ACTIVITÉ 
ENZYMATIQUE 


Un organisme doit pouvoir réguler les activités catalytiques de ses 
enzymes afin de coordonner ses nombreuses voies métaboliques, 
de répondre à des changements de son environnement, croître et se 
différencier, le tout de manière ordonnée. Cette régulation peut 
être réalisée de deux manières : 


L. Contrôle de la disponibilité en enzyme : La quantité d'une 
enzyme donnée dans une cellule dépend à la fois de la vitesse de 
sa synthèse et de celle de sa dégradation. Chacune de ces vitesses 
est contrôlée par la cellule. Par exemple, si on cultive E. coli dans 
un milieu qui ne contient pas de lactose (Fig. 11-12) la bactérie ne 
possède pas les enzymes qui métabolisent ce disaccharide. Cepen- 
dant, dans les quelques minutes qui suivent l'addition de lactose au 
milieu de culture, la bactérie commence à synthétiser les enzymes 
nécessaires à l’utilisation de ce nutriment (Section 31-1A). De 
même, les différents tissus d’un organisme supérieur contiennent 
chacun un équipement enzymatique différent, bien que la plupart 
de ses cellules possèdent une information génétique identique. 
L'étude des mécanismes qui permettent aux cellules de contrôler 
la synthèse de leurs enzymes sera le sujet principal de la Cin- 
quième Partie de cet ouvrage, La dégradation des protéines est étu- 
diée dans la Section 32-6. 


2. Contrôle de l'activité enzymatique : L'activité catalytique 
d'une enzyme peut être régulée directement par des modifications 
conformationnelles ou structurales. La vitesse d'une réaction 
enzymatique est directement proportionnelle à la concentration de 
son complexe enzyme-substrat qui, à son tour, dépend de la 
concentration en enzyme et en substrat et de l'affinité de liaison du 
substrat à l'enzyme (Section 14-2A). L'activité catalytique d’une 
enzyme peut donc être contrôlée par la modification de son affinité 
de liaison au substrat. Se rappeller que dans les Sections 10-1 et 
10-4, nous avons vu en détail comment l'affinité de l’hémoglobine 
pour l'oxygène est régulée allostériquement par la liaison de 
ligands tels que O;, CO;, H, et le BPG. Ces effets homotropes et 
hétérotropes (la liaison du ligand qui, respectivement, modifie l'af- 
finité de liaison de ligands identiques ou différents) se traduisent 
par des courbes de liaison de l'oxygène coopératives (sigmoïdales) 
comme celles des Fig. 10-6 et 10-8. L'affinité de liaison du sub- 
strat à l'enzyme peut de la même manière être modulée par la liai- 
son de petites molécules effectrices, modifiant ainsi l'activité cata- 
lytique de l’enzyme. Dans cette section, nous étudierons le contrôle 
allostérique de l’activité enzymatique à partir d'un exemple pré- 
cis : l’aspartate transcarbamylase (AT Case) d'E. coli. (Les acti- 
vités de nombreuses enzymes sont régulées de manière identique 
par des modifications covalentes réversibles, généralement par 
phosphorylation d'un résidu Ser. Nous étudierons cette forme de 
régulation enzvmatiane dance la Caction 18.7 } 
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a. La rétroinhibition de l’ATCase régule la biosynthèse des 
pyrimidines 
L'aspartate transcarbamylase catalyse la formation du N- 
carbamylaspartate à partir de carbamyl phosphate et d'aspar- 
tate : 


O4 _0 
Le 
NH, CH 
| = | 
Cu 
07 OPO HN H CO0- 
Carbamyl phosphate Aspartate 
Aspartate 
transcarbamylase 
[e) 07 
Se” 
NH; CH 
l +  H3POZ 


N-Carbamyl aspartate 


Arthur Pardee a montré que cette réaction est la première étape 
propre à la synthèse des pyrimidines (Section 28-2A), constituants 
majeurs des acides nucléiques. 

Le comportement allostérique de l'ATCase d’'E. coli a été étu- 
dié par John Gerhart et Howard Schachman, qui ont montré que 
cette enzyme est l’objet d'interactions coopératives homotropes 
positives pour la liaison de ses deux substrats, l'aspartate et le car- 
bamyl phosphate. De plus, l'ATCase est inhibée de façon hétéro- 
trope par la cytidine triphosphate (CTP), un des nucléotides pyri- 
midiques, et est activée de façon hétérotrope par l’adénosine 
triphosphate (ATP), un des nucléotides puriques. Le CTP dimi- 
nue donc la vitesse de catalyse de l'enzyme, tandis que l'ATP 
l'augmente (Fig. 13-5). 


Vitesse de réaction relative 


0 10 20 30 40 
Aspartate (mM) 


FIGURE 13-5 Variation de la vitesse de la réaction catalysée par 
l'ATCase en fonction de la concentration en aspartate. Les vitesses 
sont mesurées en l'absence d'effecteurs allostériques, en présence de 
CTP 0,4 mM (inhibition), et en présence d'ATP 2,0 m4 (activation). 
[D'après Kantrowitz, E.R., Pustra-Landis, S.C., and Lipscomb, W.N., 
Tronde Binrhom Cri Æ 19€ [O0 1 
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Carbamyl phosphate ATCase 
- N-carbamylaspartate 
Aspartate | 
| 6 réactions 
| enzymatiques 
NH; 
NT | 
î Ÿ î : N 
"O—P—0— P— O—P—0—CH; 
| | | 
2 H 
HO OH 
Cytidine triphosphate (CTP) 


FIGURE 13-6 Représentation schématique de la voie de biosynthèse des pyrimidines. Le CTP, produit 


final de la voie, inhibe l'ATCase, qui catalyse la première réaction de la voie. 


Le CTP, un des produits de la voie de biosynthèse des pyrimi- 
dines (Fig. 13-6), est un précurseur des acides nucléiques (Section 
3-4). Par conséquent, suite à une biosynthèse rapide d'acide 
nucléique, le pool de CTP intracellulaire est abaissé, ce qui pro- 
voque la dissociation de cet effecteur de l'ATCase en raison de la 
loi d'action des masses, lève l'inhibition de l'enzyme, et augmente 
la vitesse de synthèse du CTP. Inversement, si la vitesse de syn- 
thèse du CTP dépasse sa vitesse d'utilisation, l'excès de CTP qui 
en résulte inhibe l'ATCase qui, à son tour, réduit la vitesse de syn- 
thèse du CTP. Ceci est un exemple de rétroinhibition (appelée 
aussi feed-back ou encore rétrocontrôle), un moyen commode de 
régulation métabolique dans laquelle la concentration d'un pro- 
duit d'une voie de biosynthèse contrôle l'activité d'un des pre- 
miers enzymes de cette voie. 

La signification métabolique de l'activation de l'ATCase par 
l'ATP est qu'elle tend à coordonner les vitesses de synthèse des 
nucléotides puriques et pyrimidiques pour la biosynthèse des 
acides nucléiques. Par exemple, si les concentrations en ATP et en 
CTP sont déséquilibrées en faveur de l'ATP, l'ATCase est activée 
pour synthétiser des pyrimidines jusqu'à ce que l'équilibre soit 
rétabli. (Note : La concentration en ATP dans la cellule est norma- 
lement supérieure à celle du CTP en raison du plus grand besoin 
en ATP. La concentration en ATP requise pour activer l'ATCase est 
donc plus élevée que la concentration en CTP requise pour l'inhi- 
ber à un même degré). Inversement, si la concentration en CTP est 
supérieure à celle de l'ATP, l'inhibition de l'ATCase par le CTP 
permet à la biosynthèse des purines de rétablir les concentrations 
en ATP et en CTP. 


b. Les changements allostériques modifient les sites de 


liaison des substrats de l'ATCase 
L ATCase d'E. coli (300 kD) a la composition € en sous-unités 


trices. La structure par rayons X de l'ATCase (Fig. 13-7), déter- 
minée par William Lipscomb, révèle que les sous-unités cataly- 
tiques sont arrangées en deux séries de trimères (c;) associées à 
trois séries de dimères régulateurs (r;) pour former une molécule 
ayant la symétrie de rotation d’un prisme trigonal (Symétrie D; ; 
Section 8-5B). Chaque dimère régulateur réunit deux sous-unités 
catalytiques de deux trimères c, différents. 

Des trimères catalytiques dissociés conservent leur activité 
catalytique, présentent une courbe de saturation par le substrat non 
coopérative (hyperbolique), ont une vitesse maximum supérieure à 
celle de l'enzyme intacte, et ne sont pas sensibles à la présence de 
l'ATP et du CTP. Les dimères régulateurs isolés se lient à leurs 
effecteurs allostériques mais sont dépourvus d'activité enzyma- 
tique. De toute évidence, les sous-unités régulatrices diminuent 
l'activité des sous-unités catalytiques de l'enzyme intacte, par 
interactions allostériques. 

Comme le prévoit la théorie allostérique (Section 10-4), l'ATP 
activateur se lie préférentiellement à la forme active de l'ATCase 
(forme R ou de haute affinité pour le substrat), tandis que le CTP 
inhibiteur se lie préférentiellement à la forme inactive de l'enzyme 
(forme T ou de faible affinité pour le substrat). De même, l’analogue 
non réactif « bisubstrat » N-(phosphonacétyl)-L-aspartate (PALA) 


[e) (e) 
CCE POY aN—0—0—70+ 
NH NH; 
“00C—CHy— Ls —C007 00C— CH,— CH —C007 
N-(Phosphonacétyl)- Carbamyl phosphate 
L-aspartate (PALA) + 


(b) 


FIGURE 13-7 Structure par rayons X de l'ATCase, Les squelettes 
polypeptidiques de l'ATCase à l'état T (à gawche) et à l'état R (à droite) 
vus (a) le long de l'axe de symétrie d'ordre trois de la protéine et (h) le 
long d'un axe de symétrie d'ordre deux. Les dimères régulateurs (en 
jaune) unissent le trimère catalytique qui est au-dessus (en rouge) au tri- 


se lie fortement à l'état R mais non à l’état T de l'ATCase (l'utili- 
sation d’analogues de substrats non réactifs est un procédé com- 
mode pour étudier les mécanismes enzymatiques car ils forment 
des complexes stables utilisables pour des études structurales, à 
l'inverse des complexes enzyme-substrat qui ont une durée de vie 
très courte). 

Les structures par rayons X des complexes ATCase (état T)- 
CTP et ATCase (état R)-PALA ont montré que lors de la transi- 
x : rie D S 
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mère catalytique qui se trouve en bas (en feu), [Avec la permission de 
Michael Pique, The Scripps Research Institue. La Jolla, California. Struc- 
tures par rayons X dues à William Lipscomb, Harvard University. 
PDBids 4AT1I et SATC.] 


paraison de ces deux structures (Fig. 13-7) montre que lors de 
cette transition, les trimères catalytiques de l'enzyme s'éloignent 
de 11 À environ, le long de l'axe de symétrie d'ordre trois de 
la molécule et se réorientent autour de cet axe les uns par rap- 
port aux autres, d'un angle de 12° ; de la sorte, ces trimères pren- 
nent une configuration plus éclipsée. De plus, les dimères régu- 
lateurs tournent dans le sens des aiguilles d’une montre de 15° 
autour de leurs axes d'ordre deux et s'éloignent de 4 À environ 
? rois Ph 
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quaternaire sont comparables à ceux dont l’hémoglobine est le 
siège (Section 10-2B). 

Les substrats de l'ATCase, le carbamyl phosphate et l'aspar- 
tate, se lient chacun à des domaines séparés de la sous-unité cata- 
lytique (Fig. 13-8). La liaison du PALA à l'enzyme, qui simule 
vraisemblablement la liaison des deux substrats, entraîne la fer- 
meture du site actif, de sorte que les deux substrats se rapproche- 
raient, favorisant ainsi la réaction entre eux. Les déplacements 
d'atomes qui en résultent, jusqu'à 8 À pour certains résidus (Fig. 
13-8), déclenchent la transition quaternaire T — R de l'ATCase. 
En fait, les changements conformationnels des structures tertiaire 
et quaternaire sont tellement solidaires en raison de contacts 
importants entre sous-unités (cf. ci-dessous) qu'ils ne peuvent 
avoir lieu indépendamment (Fig. 13-9). La liaison du substrat à 
l'une des sous-unités catalytiques augmente par conséquent l'affi- 
nité de liaison du substrat et l'activité catalytique des autres sous- 
unités catalytiques, ce qui rend compte de la liaison coopérative 
positive du substrat à l'enzyme — de manière identique à ce que 
nous avons vu pour l'hémoglobine (Section 10-2C). Ainsi, de 
faibles concentrations en PALA activent en réalite l'ATCase en 
provoquant la transition T— R ; l'ATCase a une telle affinité pour 
cet analogue non réactif des deux substrats que la liaison d'une 
molécule de PALA fait passer les six sous-unités catalytiques à 
l'état R. Il est évident que l'ATCase suit de près le modèle svmé- 
trique de l'allostérie (Section 10-4B). 


c. Base structurale de l'allostérie de J'ATCase 

Quelles sont les interactions qui stabilisent les états T et R de 
l'ATCase, et pourquoi leurs interconversions doivent-elles être 
concertées ? La région de la protéine qui subit le réarrangement 
conformationnel le plus important au cours de la transition T — R 
est la boucle souple qui va des résidus 230 à 250 de la sous-unité 
\ catalytique (c), appelée boucle des 240 [les boucles symétriques 


rouges et bleues au centre de la Fig. 13-7b qui sont côte à côte dans 
l'état T (à gauche) mais qui sont accolées verticalement dans l'état 
R (à droite)]. Dans l'état T, chaque boucle 240 établit deux liai- 
sons hydrogène entre sous-unités avec la sous-unité c opposée à la 
verticale (Fig. 13-7b, à gauche), ainsi qu’une liaison hydrogène à 
l'intérieur des sous-unités. La fermeture du domaine provoquée 
par la liaison du substrat (Fig. 13-8 et 13-9) entraîne la rupture de 
ces liaisons hydrogène et leur remplacement dans l'état R par 
d'autres liaisons hydrogène intracaténaires. On pense que la 
réorientation subséquente de la boucle 240 serait en grande partie 
responsable de la transition quaternaire vers l’état R (cf. ci-des- 
sous). Puisque le groupement carboxylate du Glu 239 est l'accep- 
teur de toutes les liaisons hydrogène intercaténaires dans l'état T 
et intracaténaires dans l'état R, cette hypothèse est corroborée par 
l'observation suivante : si l'on transforme par mutation le Glu 239 
en Gin, on obtient une ATCase qui ne présente plus d'effets homo- 
tropes et hétérotropes et dont la structure quaternaire est intermé- 
diaire entre les états R et T. 

La base structurale des effets hétérotropes de l'ATCase se 
dévoile peu à peu. Aussi bien le CTP inhibiteur que l’ATP activa- 
teur se lient sur un même site au bord extérieur de la sous-unité 
régulatrice (r), à environ 60 À du site catalytique le plus proche. 
Le CTP se lie préférentiellement à l'état T, augmentant ainsi sa sta- 
bilité, alors que l'ATP se lie préférentiellement à l'état R, aug- 
mentant ainsi sa stabilité. La liaison de ces effecteurs à leurs états 
moins favorables a aussi des conséquences structurales. Quand le 
CTP se lie à l'ATCase à l'état R, plusieurs résidus du site de liai- 
son du nucléotide se réorientent, ce qui provoque une diminution 
de la longueur du dimère régulateur (r,). Cette distorsion, due à 
des interactions de résidus situés à l'interface r-c, entraîne le rap- 
prochement des trimères catalytiques (c,) de 0,5 À (ils sont davan- 
tage sous la forme T, et donc moins actifs, ce qui, sans doute, 
déstabilise l'état R). Suite à cela, des résidus clefs des sites actifs 


FIGURE 13-8 Comparaison des squelettes polypepti- 
diques de la sous-unité catalytique de l'ATCase à l'état 
T (en orange) et à l'état R (en bleu). La sous-unité est 
formée de deux domaines, le domaine de gauche où se 
trouve le site de liaison du carbamyl phosphate, et le 
domaine de droite, où se trouve le site de liaison de l'as- 
partate. La transition T —+ R rapproche les deux domaines 
de sorte que les deux substrats liés peuvent réagir entre 
eux pour former les produits.[Représentation avec copy- 
right de Irving Geis/Geis Archives Trust 1987. Howard 
Hughes Medical Institute. Structure par rayons X détermi- 
née nar William Linecomh Harvard linivercity | 
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FIGURE 13-9 Représentation schématique montrant les changements 
conformationnels tertiaire et quaternaire de deux sous-unités cataly- 
tiques de l'ATCase interagissant verticalement. (a) En l'absence de 
substrat lié, la protéine reste à l'état T, car les déplacements qui rappro- 
cheraient les deux domaines de chaque sous-unité (flèches en pointillés) 
sont contrés par des imerférences stériques (barre violette) entre les 
domaines de liaison de l'aspartate en contact, (b) La liaison du carbamyl 


de l'enzyme se réorientent, ce qui diminue l'activité catalytique de 
l'enzyme. L'ATP a essentiellement l'effet inverse lorsqu'il se lie à 
l'enzyme à l'état T : il entraîne une séparation des trimères cataly- 
tiques de 0,4 À (ils sont davantage sous forme R, donc plus actifs, 
ce qui sans doute, déstabilise l'état T), d'où la réorientation de 
résidus clefs du site actif de l'enzyme qui se traduit par une aug- 
mentation de son activité catalytique. La liaison du CTP à l'AT- 
Case en état T ne comprime pas davantage les trimères cataly- 
tiques mais, néanmoins, perturbe les résidus du site actif, ce qui 
entraîne une plus grande stabilisation de l'état T. Bien que la struc- 
ture par rayons X de l'ATCase à l'état R complexée à L'ATP n'ait 
pas encore été publiée, on peut penser que la liaison de l'ATP doit 
perturber l'état R de manière analogue mais inverse à la liaison du 
CTP à l'ATCase en état T. 


d. Les transitions allostériques d’autres enzymes 
ressemblent à celles de l’hémoglobine et de l'ATCase 
Les enzymes allostériques sont largement répandues dans la 

nature et elles tendent à occuper des positions clefs dans la régu- 

lation des voies métaboliques. On connaît la structure par rayons 

Y An tonie autene anrumae allret£rinuune an nlue da l'h£mnalhnhins 


sn 
Re 
Monomère catalytique 
1 
| 


Section 13-4. Régulation de l'activité enzymatique 469 


(c) Etat R 


D 


phosphate (CP) suivie de celle de l'aspartate (Asp) à leurs sites de liaison 
respectifs, entraînent un déplacement et une rotation des sous-unités l'une 
par rapport à l'autre ce qui rend possible la transition T — R. (c) A l'état 
R, les deux domaines de chaque sous-unité se réunissent, rendant pos- 
sible La réaction des deux substrats pour former les produits, [Illustration 
par Irving Geis avec Copyright.] 


et de l'ATCase aussi bien en état R qu'en état T, ce sont : la phos- 
phofructokinase (Sections 17-2C et 17-4F), la fructose-1,6-bis- 
phosphatase (Section 17-4F), et la glycogène phosphorylase 
(Section 18-1A), Pour ces cinq protéines, des modifications de 
structure quaternaire, grâce auxquelles les résultats de liaison et 
d'activité catalytique sont transmis aux centres actifs, sont concer- 
tées et préservent la symétrie de la protéine. Ceci parce que cha- 
cune de ces protéines présente deux possibilités de contacts alter- 
natifs stabilisés essentiellement par des liaisons hydrogène 
impliquant le plus souvent des chaînes latérales de charge oppo- 
sée, Pour les cinq protéines, les transitions de structure quaternaire 
sont avant tout des rotations des sous-unités les unes par rapport 
aux autres accompagnées seulement de faibles mouvements de 
translation. Les structures secondaires sont bien préservées lors 
des transitions T— R, ce qui est probablement important pour que 
soit assurée la transmission mécanique des effets hétérotropes sur 
les dizaines d'À nécessaires dans ces protéines. Le caractère ubi- 
quitaire de ces aspects structuraux à propos des protéines allosté- 
riques de structures connues, suggère que les mécanismes de régu- 
lation d'autres enzymes allostériques suivront, grosso modo, ce 
marià le 
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5 M UNE AMORCE DE NOMENCLATURE 
DES ENZYMES 


Comme nous l'avons vu jusqu'ici dans ce livre, les enzymes sont 
nommées communément en ajoutant le suffixe -ase au nom du 
substrat de l'enzyme ou à une expression qui décrit l'action cata- 
lytique de l'enzyme. Ainsi, l'uréase catalyse l'hydrolyse de l’urée 
et l'alcool déshydrogénase catalyse l'oxydation d'alcools en aldé- 
hydes correspondants. Puisque, au début de l'enzymologie, il 
n'existait pas de règles systématiques pour nommer les enzymes, 
il arrive parfois qu'une enzyme soit désignée par deux noms dif- 
férents ou, inversement, qu'un même nom désigne deux enzymes 
différentes. De plus, beaucoup d'enzymes, par exemple la catalase, 
qui catalyse la décomposition de H,0, en H,0 et O, ont des noms 
sans aucun rapport avec leur fonction; des termes comme « le 
vieux ferment jaune » ont même été utilisés à une certaine époque. 
Afin d'éliminer cette confusion et de trouver des règles pour nom- 
mer rationnellement le nombre sans cesse croissant d'enzymes 
nouvellement découvertes, l'Union of Biochemistry and Molecu- 
lar Biology (IUMB) a adopté une règle de classification fonction- 
nelle et de nomenclature des enzymes. 

Les enzymes sont classées et nommées en fonction de la nature 
des réactions chimiques qu'elles catalysent. y a six classes prin- 
cipales de réactions catalysées par les enzymes (Tableau 13-3), 
ainsi qu'un certain nombre de sous-classes et de sous-sous-classes 
à l'intérieur de chaque classe. Chaque enzyme se voit assignée 
deux noms et une classification à quatre chiffres. Son nom recom- 
mandé est commode pour l'usage quotidien et c'est souvent le 
nom usuel utilisé précédemment. Son nom systématique est uti- 
lisé pour éliminer toute ambiguïté ; c'est le nom de son (ses) sub- 
strat(s) suivi d'un mot se terminant par -ase spécifiant le type de 
réaction catalysée par l'enzyme qui correspond à la classe princi- 
pale à laquelle elle appartient. Par exemple, la version la plus 
récente de la Base de données sur la Nomenclature Enzymatique 
(accessible via http://expasy.org/enzyme et http://www.chem. 
qmw.ac.uk/iubmb/enzyme, où l'on trouvait une liste toujours 
croissante de 4000 items début 2003) indique que l'enzyme dont 
le nom recommandé est carboxypeptidase A (Section 7-1A) porte 


TABLE 13-3 Classification des enzymes selon la réaction 
catalysée 


Classification Type de réaction catalysée 

EL. Oxidoréductases Oxido-réduction 

2. Transférases Transfert de groupements 
fonctionnels 

3. Hydrolases Hydrolyse 

4. Lyases Elimination de groupements et 
formation de doubles liaisons 

5. Isomérases Isomérisation 

6. Ligases Formation de liaison couplée 


à l'hydrolyse de l'ATP 


le nom systématique peptidyl-L-amino acide hydrolase et le 
numéro de classification EC 3.4.17.1. EC est l'abréviation de 
« Enzyme Commission », le premier chiffre (3) indique la classe 
principale de l’enzyme (hydrolases ; Tableau 13-3), le deuxième 
chiffre (4) précise sa sous-classe [action sur des liaisons pepti- 
diques (peptidases)], le troisième chiffre (17) désigne sa sous- 
sous-classe (métallocarboxypeptidases ; la carboxypeptidase A 
possède un ion Zn/* indispensable à son activité catalytique), et le 
quatrième chiffre (1) est le numéro de série de l'enzyme désigné 
arbitrairement à l'intérieur de sa sous-sous-classe. Autre exemple : 
l'enzyme dont le nom recommandé est alcool déshydrogénase 
(Section 13-2A) porte le nom systématique alcool :NAD* oxydo- 
réductase et le numéro de classification EC 1.1.1.1. Dans ce livre, 
tout comme dans la terminologie biochimique générale, nous uti- 
liserons le plus souvent les noms recommandés des enzymes, mais 
nous nous référerons au nom systématique d'une enzyme en cas 
d'ambiguïté, Noter que les données d'entrée dans les sites Web ci- 
dessus contiennent des liens avec des bases de données qui décri- 
vent les propriétés des enzymes correspondantes. Le site 
BRENDA (htip://www.brenda.uni-koeln.de/) fournit non seule- 
ment la nomenclature, mais aussi une abondance de renseigne- 
ments sur les propriétés physiques et fonctionnelles de chaque 
enzyme. 


TE 


RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


2 BB Specificite pour le substrat Les enzymes lient spécifique- 
ment leurs substrats grâce à des interactions géométriques et phy- 
siques complémentaires. Cela permet aux enzymes d'avoir une sté- 
réospécificité absolue, aussi bien pour lier des substrats que pour 
catalyser des réactions. La spécificité géométrique, plus contrai- 
gnante, varie selon les enzymes. Certaines sont très spécifiques quant 
à la nature de leurs substrats, alors que d'autres peuvent se lier à 
plusieurs substrats et catalyser plusieurs types de réactions voisines. 

3 M Les coenzymes Les réactions enzymatiques qui impliquent 
des réactions d'oxydo-réduction et plusieurs types de mécanismes de 
transfer de groupes font intervenir des coenzymes. Beaucoup de 
vitamines sont des précurseurs de coenzymes. 

4 D Régulation de l'activité enzymatique L'activité enzyma- 
tique peut être régulée par des modifications allostériques de l'affi- 
nité de liaison du substrat. Par exemple, la vitesse de La réaction 
catalysée par l'ATCase d'ÆE. coli est soumise à un contrôle homo- 


trope positif par les substrats, à une inhibition hétérotrope par le 
CTP, et à une activation hétérotrope par l'ATP. L'ATCase a la com- 
position en sous-unités cyx. Ses trimères catalytiques isolés sont 
catalytiquement actifs mais ne sont plus sensibles au contrôle allos- 
térique. Les dimères régulateurs lient l'ATP et le CTP. La liaison du 
substrat induit un changement conformationnel de la structure ter- 
tiaire des sous-unités catalytiques, qui augmente l'affinité de liaison 
du substrat aux sous-unités ainsi que l'efficacité catalytique. Ce 
changement conformationnel tertiaire est fortement lié au change- 
ment conformationnel quaternaire important T — R de l'ATCase, ce 
qui rend compte des propriétés allostériques de l'enzyme. D'autres 
enzymes allostériques semblent se comporter de façon analogue. 

5 M Une amorce de nomenclature des enzymes Les enzymes 
sont classése de façon systématique en fonction de leur nom recom- 
mandé, de leur nom systématique, et de leur numéro de classifica- 
tion qui indique le type de réaction catalysée par l'enzyme. 
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ë PROBLÈMES 


L. Indiquez les produits de la réaction de la YADH avec de l'acétaldé- 
hyde et du NADH normaux dans une solution de D,0. 


2. Indiquez le(s) produit(s) de l'oxydation, catalysée par la YADH, du 
(R)-TDHCOH, un dérivé chiral du méthanol. 


3. La fumarase catalyse la réaction d'hydratation de Lu double liaison 
du fumarate : 


coo 
I] 
| + H0 — H—C—H 
PAS | 
H Cco0” CoO0 
Fumarate L-Malate 


Quelle serait l'action de la fumarase sur le maléate, l'isomère cis du fuma- 
rate ? Expliquez. 


4. Ecrivez une équation équilibrée de la réaction catalysée par la 
chymotrypsine entre un ester et un acide aminé. 

5. Une friandise du sud des États-Unis, à base de maïs concassé et 
bouilli, est fabriquée à partir de maïs trempé dans une lessive diluée de 
NaOH. Quel est l'intérêt de ce traitement inhabituel ? 


6. Quelle est la courbe parmi celles de la Fig. 13-5, qui montre la 
coopérativité La plus grande ? Expliquez. 

7. Quels avantages voyez-vous à ce que le produit final d’une voie 
métabolique multienzymatique inhibe l'enzyme qui catalyse la première 
réaction ? 

8. En utilisant le Web ou les références, trouvez les noms systéma- 
tiques et les numéros de classification des enzymes dont les noms 
recommandés sont la catalase, l'aspartate transcarbamylase, et la tryp- 
sine, 
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C. Équation de Michaelis-Menten pour l'inhibition de type 
mixte — Équation [14.45] 
D, Équation de Michaelis-Menten pour les enzymes 
ionisables — Équation { 14.47] 


La cinétique est l'étude des vitesses des réactions chimiques. Son 
principal intérêt est qu'elle permet d'expliquer un mécanisme réac- 
tionnel, c'est-à-dire de décrire en détail les différentes étapes d’un 
processus réactionnel et l'ordre dans lequel elles se déroulent. 
Dans le Chapitre 3, nous avons vu que la thermodynamique nous 
renseigne sur le caractère spontané d'une réaction, mais elle ne 
nous fournit que peu d'indications quant à la nature et même à 
l'existence des étapes intermédiaires. À l'inverse, la vitesse d'une 
réaction et ses variations en fonction de différentes conditions sont 


directement liées à la voie suivie par la réaction, et nous rensei- 
gnent donc sur son mécanisme réactionnel. 

Dans ce chapitre, nous étudierons la cinétique enzymatique, 
un domaine d'importance capitale en biochimie pour les raisons 
suivantes : 


L. C'est par des études de cinétique que l’on peut déterminer 
les affinités de liaison à l'enzyme des substrats et des inhibiteurs 
et calculer la vitesse catalytique maximum d'une enzyme. 


2. En étudiant la variation de la vitesse d'une réaction enzy- 
matique en fonction des conditions expérimentales et en associant 
ces données à celles obtenues par études chimiques et structurales, 
on peut élucider le mécanisme catalytique de l'enzyme. 

3. La plupart des enzymes, comme nous le verrons dans les 
chapitres suivants, font partie d'une voie métabolique multienzy- 
matique, L'étude de la cinétique d'une réaction enzymatique per- 
met de comprendre le rôle de l’enzyme au sein d'un processus 
métabolique dans son ensemble. 


4. Dans des conditions appropriées, la vitesse d'une réaction 
enzymatique est proportionnelle à la quantité d'enzyme présente et 
par conséquent, la plupart des dosages d'enzymes (mesures de la 
quantité d'enzyme présente) sont fondés sur les études cinétiques 
de l'enzyme. Les mesures des vitesses des réactions enzymatiques 
sont donc parmi les techniques les plus utilisées en analyses bio- 
chimiques et cliniques. 


Nous commencerons notre étude de la cinétique enzymatique 
par un rappel de la cinétique chimique car la cinétique enzyma- 
tique obéit aux mêmes principes. Après quoi, nous établirons les 
équations de base de la cinétique enzymatique, nous étudierons les 
effets des inhibiteurs sur les enzymes et nous nous intéresserons à 
l'influence des variations de pH sur les vitesses des réactions enzy- 
matiques. Nous terminerons en indiquant les cinétiques de réac- 
tions enzymatiques complexes. 

La cinétique est, grosso modo, un sujet mathématique. Bien 
que les dérivations des équations de cinétique soient occasion- 
nellement assez détaillées, le niveau de connaissances mathéma- 
tiques nécessaire ne doit pas poser de problème à toute personne 
possèdant des notions de calcul élémentaire. Cependant, afin de 
ne pas obscurcir par trop de détails mathématiques les principes 


enzvmatiaues sous-iacents les dérivations des éauations de ciné- 


tique, sauf les plus importantes, ont été rassemblées dans l'ap- 
pendice de ce chapitre. Ceux qui veulent approfondir la com- 
préhension des mécanismes enzymatiques sont invités à le 
consulter. 


1 M CINÉTIQUE CHIMIQUE 


La cinétique enzymatique est une branche de la cinétique chi- 
mique et, par conséquent, elle obéit aux mêmes lois. Dans 
cette section, nous allons donc revoir les principes de cinétique 
chimique afin de les appliquer ensuite aux réactions enzyma- 
tiques. 


A. Réactions élémentaires 
Une réaction de stœchiométrie globale 


A — P 


peut, en fait, faire intervenir une succession de réactions élémen- 
faires (processus moléculaires simples) telles que 


où À désigne les substrats, P les produits, et 1, et 1, symbolisent 
les intermédiaires de la réaction. La caractérisation des réactions 
élémentaires qui constituent le processus global d'une réaction 
revient d\en décrire le mécanisme réactionnel. 


a. Équations de vitesse 

À température constante, les vitesses des réactions élémen- 
taires varient en fonction de la concentration des substrats de façon 
simple, Soit la réaction élémentaire générale : 

aA +bB+:::+2zZ -P 
La vitesse de certe réaction est proportionnelle à la fréquence à 
laquelle les molécules réagissantes se rencontrent simultanément, 
c'est-à-dire, aux produits des concentrations des substrats. Ceci 
s'exprime par l'équation de vitesse suivante 
Rate = k{A}{B} : - -[Z} [14.1] 

où £ est une constante de proportionnalité appelée constante de 
vitesse, L'ordre d'une réaction est défini par (a + b+...+2), 
la somme des exposants dans l'équation de vitesse, Pour une réac- 
tion élémentaire, l'ordre de la réaction correspond à sa molécu- 
larité, c'est-à-dire au nombre de molécules qui doivent entrer en 
collision! simultanément dans la réaction élémentaire. Ainsi, la 
réaction À — P est un exemple de réaction d'ordre un ou de réac- 
tion monomoléculaire, alors que les réactions élémentaires 
2A + Pet À + B — P sont des exemples de réactions d'ordre 
deux ou bimoléculaires. Les réactions monomoléculaires et bimo- 
léculaires sont courantes. Les réactions trimoléculaires sont rares 
et les réactions d'ordre supérieur sont inconnues, Ceci parce que 
la collision simultanée de trois molécules est un phénomène rare ; 
celle de quatre molécules ou plus, ne peut pratiquement jamais se 
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B. Vitesses des réactions 
On peut déterminer expérimentalement l'ordre d'une réaction en 
mesurant [A] ou {P] en fonction du temps ; soit, 


diA] _ dt] 
dt “ dt 


[14.2] 


où v est la vitesse instantanée ou vélocité de la réaction. Pour la 
réaction d'ordre un À — P: 


d[A} 
pi EE _ K{A] [14.3a] 
Pour des réactions d'ordre deux telles que 2A — P: 
d'A 
v= Al = k{AFP [14.3b] 


tandis que pour À + B —> P, une réaction d'ordre deux qui est 
d'ordre un pour [A] et pour [B], 


__ d[A] 


d{B] _ 
le “lé k[A][B] 


[14.3] 
Les constantes de vitesse des réactions d'ordre un et d'ordre deux 
s'expriment en unités différentes. En termes d'unités, v dans l'Eq. 
[14.3a] s'exprime en M +5"! = M. Par conséquent, k doit s'expri- 
mer en unités inverses de secondes (s"!) afin que l'Eg. [14.3a] soit 
équilibrée, De même, pour des réactions d'ordre deux, 
M5 = AM, si bien que k s'exprime en unités M! s°!. 

L'ordre d'une réaction spécifique peut être déterminé en mesu- 
rant les concentrations de substrats ou de produits en fonction du 
temps, et en comparant la correspondance de ces données aux 
équations relatives à des réactions d'ordres différents. Pour cela, 
nous devons d'abord dériver ces équations. 


a. Équation d'ordre un 
L'équation de [A] en fonction du temps pour une réaction 
d'ordre un, À — P, s'obtient en réarrangeant l'Eq. [14.3a] 


d[A] L 
TA] = din A] = -kdt 


et en intégrant cette équation de [A},, concentration initiale de A, 
à [A], la concentration de À au temps fr: 


[a In[A] = k[ a 
AJ, 
Ce qui donne 

In[A] = In{A], — kr [14.4a] 
soit, en prenant les antilogs de chaque côté 
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In[AL, 


Pente =-kX 


InfA] 


0 Temps 
FIGURE 14-1 Tracé de In [A] en fonction du temps pour une réac- 


tion d'ordre un. Ceci permet de déterminer graphiquement la constante 
de vitesse & d'après l'Eg. [14.4a]. 


L'équation [14.4a] est une équation linéaire en fonction des 
variables In [A] et r, comme représenté sur la Fig. 14-1. Par consé- 
quent, pour une réaction d'ordre un, si l’on porte In [A] en fonc- 
tion de r, on obtient une droite dont la pente est égale à -K, la 
valeur négative de la constante de vitesse d'ordre un, et qui coupe 
l'axe des ordonnées pour In[A] = InfAJ, 

Des substances instables par nature, comme les noyaux radio- 
actifs, se décomposent selon des réactions d'ordre un (les proces- 
sus d'ordre un ne sont pas réservés aux réactions chimiques). 
L'une des caractéristiques des réactions d'ordre un c'est que le 
temps nécessaire pour que la moitié du substrat initialement pré- 
sent se décompose (ou soit transformé), ce qu'on désigne par sa 
demi-vie, 1,,, est une constante et donc indépendant de la concen- 
tration initiale du substrat. On le démontre facilement en substi- 
tuant la relation [A] = [A],/2 quand t = r,, dans l’Eq. [14.4a] et 
après réarrangement : 


1.0 


t172 


Temps 


FIGURE 14-2 Comparaison des courbes de déroulement de réactions 
d'ordre un et d'ordre deux qui ont la même valeur de f,,. [D'après 


| SEAT SO AS CN DES | EUR, 57, QU se OR pT,  RSRRT Sen, Et RE D Res | 


[Ab 
Ainsi 
In2 0,693 
EE —< = —— 4 
la k k [14.5] 


Afin de suivre le déroulement d’une réaction d'ordre un, prenons 
l'exemple de la décomposition de *?P, un isotope radioactif très uti- 
lisé en recherche biochimique. Son temps de demi-vie est de 14 
jours. Ainsi, après deux semaines, la moitié du ŸP initialement 
présent dans un échantillon donné se sera décomposé ; après deux 
autres semaines, la moitié de ce qui restait, soit les trois-quarts de 
la quantité initiale, se sera décomposée, erc. Le stockage à long 
terme de ŸP ne pose donc pas de gros problèmes, car après un an 
(soit 26 demi-vies), il ne restera qu'une part sur 2% = 67 millions 
de l'échantillon original. Combien dans deux ans ? Inversement, le 
C, autre radioisotope utilisé comme traceur, a une demi-vie de 
5715 années : seule une petite fraction d'une quantité donnée se 
décomposera durant une vie humaine. 


b. Equation de vitesse d'ordre deux pour une réaction à un 
seul substrat 
Pour une réaction d'ordre deux à un seul substrat, 2A — P. 
la variation de [A] en fonction du temps est tout à fait différente 
de celle d'une réaction d'ordre un. En réarrangeant l'Eq. [14,3b] 
et en l'intégrant dans les mêmes limites que précédemment on 


obtient : 
ft + [a 


D 
[A] [Ak 
L'équation [14.6] est une relation linéaire en fonction des variables 
1/A] et r. Par conséquent, les Eq. [14.4a] et [14.6] peuvent être 
utilisées pour faire la distinction entre une réaction d'ordre un et 
une réaction d'ordre deux en portant In [A] en fonction de t et 
1/[A] en fonction de r et en regardant laquelle, éventuellement, de 
ces représentations graphiques est une ligne droite. 

La Fig. 14-2 compare les différentes formes des courbes de dis- 
parition de A dans des réactions d'ordre un et deux qui ont les 
mêmes demi-vies. Noter qu'avant ! = 1, la courbe de déroulement 
de la réaction d'ordre deux a une pente plus forte que la courbe de 
la réaction d'ordre un, mais qu'après ce temps, c'est la courbe de 
la réaction d'ordre un qui a la pente la plus forte. La période de 
demi-vie pour une réaction d'ordre deux s'exprime par 11/2 = 
1/M A, et donc, à l'inverse à la réaction d'ordre un, elle dépend de 
la concentration initiale en substrat. 


kt [14.6] 


C. Théorie de l’état de transition 


Le but de la théorie cinétique est de décrire les vitesses de réaction 
en fonction des propriétés physiques des molécules réagissantes. 
Une approche théorique qui tient compte explicitement des struc- 
tures des molécules réagissantes et de leur manière d'entrer en col- 
lision, a été développée dans les années 1930 par Henry Eyring. 
Cette approche des processus réactionnels, connue sous le nom de 
thénrte de l'état da traneltinn rar thénris da lo uitaces ahenlus 
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FIGURE 14-3 Energie potentielle du 
système colinéaire H + H, en fonction 
de ses distances internucléaires, À,4 et 
Roc: La réaction est représentée selon : 
(a) une vue en perspective, (b) un 
schéma des courbes de niveau correspon- 
dantes. Les points a et d sont proches 
d'une énergie potentielle minimum, b est 
proche d'un maximum, et c est en posi- 
tion intermédiaire, [D'après Frost, 

A.A. and Pearson, R.G., Kinetics and 
Mechanism (2nd ed.), p. 80, Wiley 
(1961).] 


fourni une plate-forme extrêmement féconde pour comprendre 
comment les enzymes catalysent les réactions. 


a. L'état de transition 
Considérons une réaction élémentaire bimoléculaire qui fait 
intervenir trois atomes À, B, et C: 
A—B + C = À + B—C 


Il est clair que l'atome C doit s'approcher de la molécule diato- 
mique À — B de sorte que, à un certain stade de la réaction, un 
er genre énergétique élevé (instable) représenté par 

.B...C se forme, dans lequel la liaison covalente A — B 
SR D EU 
B — C est sur le point de se former. 

Prenons l'exemple le plus simple d’une telle réaction : celle 
d'un atome d'hydrogène avec de l'hydrogène diatomique (H,) 
pour donner une nouvelle molécule d'hydrogène et un autre atome 
d'hydrogène : 

H,—H3 + He — H, + H3—He 
On porte en graphique l'énergie potentielle de ce système triato- 
mique en fonction des positions relatives des atomes qui le consti- 
tuent (Fig. 14-3). Le diagramme obtenu a la forme de deux vallées 
longues et étroites, parallèles aux axes des coordonnées, avec des 
parois abruptes qui s'élèvent vers les axes et des parois moins 


(a) 


Ha Ho He 


c 


Trajet réactionnel 


raides qui se dirigent vers un plateau où les valeurs des deux coor- 
données sont élevées (la région du point b). Les deux vallées sont 
réunies par un « col » proche de l’origine du diagramme (point c). 
La configuration qui correspond à un minimum d'énergie est celle 
où il y a une molécule d'H, et un atome isolé, c'est-à-dire, où l'une 
des coordonnées est grande et l'autre égale à la longueur de la liai- 
son covalente de H, [près des points a (les substrats) et d (les pro- 
duits)]. Lors d'une collision, les substrats s'approchent générale- 
ment l'un de l'autre sans trop s'écarter du niveau minimum 
d'énergie de la réaction (ligne a — c — d) car d'autres trajectoires 
nécessiteraient beaucoup plus d'énergie. L'atome et la molécule se 
rapprochant, ils se repoussent de plus en plus (leur énergie poten- 
tielle augmente) et donc s'écartent généralement l'un de l'autre. Si, 
cependant, le système a suffisamment d'énergie cinétique pour 
poursuivre sa progression, cela entraînera l'affaiblissement de la 
liaison covalente de la molécule d'H; et finalement, si le système 
parvient au col (point c), il y aura une probabilité de chances 
égales pour que la réaction ait lieu, ou pour que le système se 
décompose pour redonner ses substrats. Par conséquent, en haut 
du col, on dit que le système est à son état de transition et qu'il 
forme un complexe activé. De plus, compte tenu de la faible 
concentration du complexe activé, on présume que la décomposi- 
tion du complexe activé est le facteur limitant de cette réaction. 
L'itinéraire d'une réaction au cours duquel intervient un 
minimum d'énergie libre est ce qu'on appelle son trajet réac- 


Trajet réactionnel 
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tionnel. La Figure 14-4a, appelée diagramme d'état de tran- 
sition ou diagramme de trajet réactionnel, montre la variation 
de l'énergie libre du système H + H, au cours du trajet réac- 
tionnel (ligne a — c — d dans la Fig. 14-3). On peut voir sur 
le diagramme, que l'état de transition correspond au niveau 
d'énergie maximum du trajet réactionnel. Si les atomes du sys- 
tème triatomique sont de nature différente, comme dans la repré- 
sentation de la Fig. 14-4b, le diagramme d'état de transition 
n'est plus symétrique car il y a une différence d'énergie entre 
substrats et produits. 


b. Thermodynamique de l’état de transition 

Étant donné qu'une réaction ne peut se dérouler que si l’état de 
transition est atteint, on peut formuler une explication détaillée des 
mécanismes réactionnels. Ainsi, prenons le cas d’une réaction 
bimoléculaire qui se déroule selon le schéma suivant : 


A+B== xt —L»p+0Q 


où X° symbolise le complexe activé. D'après ce que nous venons 
de voir, 

diP 

a = K{A](B] = &'{X*] [14.7] 
où k est la constante de vitesse normale de la réaction élémentaire 
et &’ la constante de vitesse de la réaction de décomposition de X° 
en produits. 

À l'inverse des molécules stables comme A et P, qui se trou- 
vent dans un état énergétique minimum, le complexe activé est 
dans un état énergétique maximum et donc métastable (comme une 
balle en équilibre au bout d’une baguette). La théorie de l'état de 
transition prévoit néanmoins que X° est en équilibre rapide avec 
les substrats, c'est-à-dire, 

x? 
Km ——— 14.8 
AB) Fe 
où K° est une constante d'équilibre, Ce postulat central de la théo- 
rie de l'état de transition permet d'appliquer les lois de la ther- 
modynamique à la théorie des vitesses de réaction. 

Si K' est une constante d'équilibre, on peut l'exprimer 

selon : 


=RTin K = AG [14.9] 


où AG° est la différence d'énergie libre de Gibbs entre le complexe 
activé et les substrats (Fig. 14-4b), T est la température absolue, et 
R(=8,3145 J + K-1+ mol"|) est la constante des gaz parfaits (cette 
relation entre les constantes d'équilibre et les variations d'énergie 
libre est dérivée dans la Section 3-4A). Puis, en combinant les Eg. 
[14,7] à [14.9] on obtient 


d[P] 


ne” k'e-2G/RTIA][B) [14.10] 


Cette équation indique que la vitesse d’une réaction dépend non 
seulement de la concentration de ses substrats mais qu'elle dimi- 
nue de façon exponentielle avec AG”. Ainsi, plus la différence entre 
l'énergie libre de l'état de transition et celle des substrats est 
grande, moins l'état de transition est stable, et plus lente sera la 


Afin de poursuivre cette étude, nous devons maintenant cal- 
culer #’, la constante de vitesse de la décomposition du com- 
plexe activé, c'est-à-dire du passage au delà du maximum dans 
le diagramme d'état de transition (souvent appelé la barrière 
d'activation ou la barrière cinétique de la réaction). Ce 
modèle d'état de transition nous le permet (même si la dériva- 
tion qui suit n'est pas vraiment rigoureuse). Le complexe activé 
est maintenu par une liaison dont on suppose qu'elle est si 
faible qu'elle « volera en éclats » dès sa première vibration. On 
exprime donc # par 


k' = Kv [14.11] 


où v est la fréquence de vibration de la liaison qui est rompue 
lorsque le complexe activé se décompose pour donner les produits, 
et k, le coefficient de transmission, est la probabilité pour que la 
décomposition du complexe activé, X°, se fasse bien dans le sens 
de la formation des produits plutôt que d’un retour aux substrats. 
Pour la plupart des réactions spontanées qui se font en solution, k 
est compris entre 0,5 et 1,0; pour la réaction colinéaire H + H, 
cette valeur est égale à 0,5. 

Il nous reste à déterminer la valeur de v. D'après la loi de 
Planck, 


v = e/h [14.12] 


où, dans ce cas, € est la valeur moyenne de l'énergie de vibra- 
tion qui conduit à la décomposition de X*, et h ( = 6,6261 x 
10% J+ s) est la constante de Planck. La mécanique statistique 
nous dit qu’à la température 7, l’énergie normale d’un système 
oscillant est 

e=kT [14.13] 


où ky (= 1,3807 x 1072 J « K-1) est la constante de Boltzmann 
et KT représente essentiellement l'énergie thermique disponible. 
En combinant les Eq. [14.11] à {14.13} 
pe KkkaT 
__h 


k' [14.14] 
Si l'on suppose, comme pour la plupart des réactions, que k = 1 
(K peut rarement être calculé avec certitude), la combinaison 
des Eg. [14.7] et [14.10] avec l'Eq. [14.14] nous donne l'ex- 
pression de la constante de vitesse £ pour notre réaction élé- 
mentaire ; 


Er = 
k= ve ls 1er [14.15] 


Cette équation indique que la vitesse de la réaction diminue 
quand l'énergie libre d'activation AG* augmente. Inversement, 
lorsque la température s'élève, ce qui augmente l'énergie ther- 
mique disponible pour amener le complexe réactionnel à un 
niveau énergétique supérieur à celui de la barrière d'activation, 
la réaction s'accélère. (Bien sûr, les enzymes étant des protéines, 
elles sont dénaturées par la chaleur, ce qui explique que la 
vitesse d'une réaction enzymatique chute brutalement si l'on 
dépasse la température de dénaturation.) Se rappeler, cependant, 
que la théorie de l’état de transition est un modèle idéal ; les sys- 
tèmes réels ont un comportement plus compliqué, bien que qua- 


- — 


c. Les réactions à plusieurs étapes comportent des étapes à 
vitesse limitante 
Puisque les réactions chimiques comportent en général plu- 
sieurs étapes réactionnelles élémentaires, voyons comment la théo- 
rie de l’état de transition s'applique à ces réactions. Pour une réac- 
tion à plusieurs étapes telle que 


A —+ 1 —#+ P 


où I est un intermédiaire de la réaction, il se forme un complexe 
activé pour chaque étape réactionnelle élémentaire ; la forme du 
diagramme de l'état de transition pour une telle réaction reflète les 
vitesses relatives des réactions élémentaires impliquées. Pour cette 
réaction, si la première étape réactionnelle est plus lente que la 
deuxième (k, < k,), la barrière d'activation de la première étape 
doit être supérieure à celle de la deuxième étape et réciproquement 
si c'est la deuxième étape qui est la plus lente (Fig. 14-5). Puisque 
la vitesse de formation du produit P ne peut être plus rapide que la 
réaction élémentaire la plus lente, si une étape réactionnelle d'une 
réaction globale est beaucoup plus lente que les autres, l'étape 
lente agit comme un « goulot d'étranglement » et constitue ce 
qu'on appelle l'étape à vitesse limitante (ou l'étape limitante) de 
la réaction. 


d. Un catalyseur diminue la valeur de AG? 

La biochimie est, naturellement, directement concemée par les 
réactions enzymatiques. La présence d'un catalyseur abaisse la bar- 
rière d'activation de la réaction qu'il catalyse (Fig. 14-6). Si un 
catalyseur abaisse la barrière d'activation d'une valeur AAG!?,, 
selon l'Eq. [14.15], ln vitesse de la réaction est augmentée d'un 

facteur e%G%/AT, Ainsi, une augmentation de la vitesse d'un fac- 
a RME ogre te à = 5,71 kJ + mol°!, soit moitié moins 
d'énergie qu'une liaison hydrogène classique ; une accélération d'un 
facteur 10 nécessite que AAG?,, = 34,25 kJ + mol”!, soit une petite 
fraction de l'énergie de la plupart des liaisons covalentes. L'accé- 
lération de la vitesse est donc une fonction sensible à la valeur de 
AAGT,. 

Remarquer que la barrière cinétique est abaissée de la même 
valeur pour les deux réactions : la réaction dans le sens de la for- 
mation du produit, et la réaction inverse (Fig. 14-6). Par consé- 
quent, un catalyseur accélère d'un même facteur les deux réac- 
tions, d'où une constante d'équilibre inchangée. Les mécanismes 
chimiques qui expliquent comment une enzyme abaisse l'énergie 
d'activation seront étudiés dans la Section 15-1. Nous verrons, 
dans cette étude, que les mécanismes les plus performants impli- 
quent souvent la liaison de l’enzyme à l'état de transition de la 
réaction catalysée plutôt qu'au substrat, 


2 & CINÉTIQUE ENZYMATIQUE 


Les réactions chimiques de la vie sont sous la dépendance des 
enzymes. Comme nous l’avons vu dans le Chapitre 13, ces cata- 
lyseurs remarquables sont tous très spécifiques pour des réactions 
données. Dans l'ensemble cependant, les enzymes sont très ver- 
satiles, dans la mesure où les quelques milliers d'enzymes actuel- 
lement connues catalysent des réactions aussi diverses que: 
hydrolyse, polymérisation, transfert de groupements fonctionnels, 
oxydo-réduction, déshydratation, et isomérisation, pour ne citer 
aue les tvnes de réactions les plus courantes catalvsées par les 
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Trajet réactionnel 


FIGURE 14-5 Représentation des états de transition d'une réaction 
en deux étapes À — 1 — P, Si k, < k,, (courbe en vert), la première 
étape est limitante, tandis que si £, > k, (courbe en rouge), la deuxième 
étape est limitante, 


x? 
ECTRA 

(diminution de AG? 
par le catalyseur) 


Sans catalyseur 


Trajet réactionnel 


FIGURE 14-6 Représentation schématique montrant l'influence d'un 
ES PE sur l’état de transition d'une réaction. Ici, 
= AG° 200 6 — AG 


enzymes. Les enzymes ne sont pas des surfaces passives sur les- 
quelles se déroulent les réactions, mais plutôt des machines 
moléculaires qui mettent en œuvre des mécanismes très variés. 
Par exemple, certaines enzymes n'agissent que sur des réactions 
à un seul substrat, d'autres catalysent des réactions à deux sub- 
strats différents dont l’ordre de liaison peut être imposé ou indif- 
férent. Certaines enzymes forment des liaisons covalentes avec 
des complexes intermédiaires de leurs substrats alors que 
d'autres n'en font pas. 

Les mesures de cinétique des réactions enzymatiques sont 
parmi les moyens d'approche les plus performants pour élucider 
les mécanismes catalytiques des enzymes. Le reste de ce chapitre 
est donc essentiellement consacré à l'exposé de la cinétique en 
tant qu'outil pour étudier les mécanismes enzymatiques. Nous 
commencerons par exposer la théorie de base de la cinétique 
enzymatique. 
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A. L'équation de Michaelis-Menten 


L'étude de la cinétique enzymatique a commencé en 1902, lorsque 
Adrian Brown publia ses travaux sur la vitesse d'hydrolyse du sac- 
charose catalysée par l'enzyme de la levure, l'invertase (appelée 
maintenant B-fructofuranosidase) : 


Saccharose + H,0 — glucose + fructose 


Brown montra que lorsque la concentration en saccharose est très 
supérieure à celle de l'enzyme, la vitesse de la réaction devient 
indépendante de la concentration en saccharose ; autrement dit, la 
réaction est d'ordre zéro par rapport au saccharose. Il conjectura 
alors que la réaction globale comporte deux réactions élémen- 
taires, d’abord la formation d'un complexe entre le substrat et 
l'enzyme, qui ensuite se décompose pour donner les produits et 
l'enzyme : 


k, 
E+Sæ= ES “+P+E 
où E, S, ES, et P symbolisent respectivement l'enzyme, le substrat, 
le complexe enzyme-substrat, et les produits (pour les enzymes 
comportant plusieurs sous-unités identiques, E symbolise les sites 
actifs plutôt que les molécules d'enzyme). D'après ce modèle, 
quand la concentration en substrat est suffisamment grande pour 
que toute l'enzyme se trouve sous forme ES, la deuxième étape de 
la réaction devient limitante et la vitesse de la réaction globale est 
insensible à des augmentations supplémentaires de la concentra- 
tion en substrat. 
L'expression générale de la vitesse de la réaction est 


Eee 
di 


v = 


= K[ES) (14.16] 


La vitesse globale de la formation de ES est égale à la différence 
entre les vitesses des réactions élémentaires qui conduisent à sa 
formation et à sa disparition : 


d[ES] 


a * MIEÏS] - &H{ES] 


— K[ES] [14.17] 


Cependant, cette équation ne peut pas être explicitement intégrée 
sans faire, au préalable, quelques hypothèses simplificatrices. On 
peut envisager deux possibilités : 


L. Hypothèse de l'équilibre: En 1913, Lenor Michaelis et 
Maude Menten, reprenant un travail de Victor Henri, firent l'hy- 
pothèse que 4., >> k,, ce qui fait que la première étape de la réac- 
tion parvient à l'équilibre. 


ka _ (ENS) 


Ks="E “[Es) 


[14.18] 


K; est la constante de dissociation de la première étape de la réac- 
tion enzymatique (ou du complexe ES ; N.d.T). Dans cette hypo- 
thèse, l’Eq. [14.17] peut être intégrée. Bien que cette hypothèse ne 
se vérifie pas souvent, par reconnaissance pour ce travail de pion- 
nier, le complexe enzyme-substrat non covalent ES est appelé 
complexe de Michaelis. 


[Elr = [E] + ES) 


Temps 
FIGURE 14-7 Courbes d'évolution des composés lors d'une réaction 
de Michaelis-Menten simple. Noter qu’à l'exception de la phase transi- 
toire de la réaction, qui précède le rectangle ombré, les pentes des 
courbes d'évolution de [E] et [ES] sont pratiquement égales à zéro tant 
que {S]>>[E}+ (à l'intérieur du rectangle ombré). (D'après Segel, LH., 
Enzyme Kinetics, p. 27, Wiley (1975).] 


2. Hypothèse de l’état stationnaire : Dans la Fig. 14-7, sont 
représentées les courbes d'évolution des différents participants du 
modèle précédent dans les conditions physiologiques habituelles 
où la concentration en substrat est en grand excès par rapport à la 
concentration en enzyme. À l'exception de la phase initiale de la 
réaction, appelée phase préstationnaire ou phase transitoire, qui 
ne dure généralement que quelques millisecondes après l'addition 
du substrat à l'enzyme, [ES] reste pratiquement constant jusqu'à 
ce que le substrat soit presque épuisé. Par conséquent, la vitesse de 
synthèse de ES doit être égale à la vitesse de sa consommation 
durant la plus grande partie du déroulement de la réaction ; autre- 
ment dit, [ES] reste à l'état stationnaire. On peut donc supposer 
que [ES] est constante, soit 


diES] 
dt 


GE. Briggs et John B.S. Haldane furent les premiers à proposer 
cette hypothèse de l’état stationnaire en 1925. 

Pour être utilisables, les expressions cinétiques des réactions 
globales doivent être exprimées en quantités mesurables par l'ex- 
périence. Les quantités [ES] et [E] ne sont pratiquement pas mesu- 
rables directement, mais la concentration totale en enzyme 

[Ejr = [E] + [ES] [14.20] 


se détermine généralement facilement. L'équation de vitesse de la 
réaction enzymatique est obtenue comme suit. En combinant l'Ea. 


=0 (14.19] 


[14.17] avec l'hypothèse de l’état stationnaire, Eg. [14.19], et 
l'équation de conservation, Eq. [14.20], nous obtenons : 


ki([E}r — [ESJ)[S] = (k-1 + k,)[ES] 
qui, après réarrangement nous donne 
[ES]: + k + K[S]) = M[E}r{S) 
En divisant de part et d'autre par k, on obtient la valeur de [ESJ, 


[E}r{S) 
Ku + [S] 
où K,,, appelée constante de Michaelis, est égale à 
k+tk 
ki 
La signification de cette constante importante est donnée ci-dessous. 
La vitesse initiale de la réaction d'après l'Eq. [14.16] peut 


alors être exprimée en fonction des quantités mesurables [E], et 
[S]: 


[ES] = 


Ku = [1421] 


VW = (1). = k,[ES] = Se [14.22] 


où r, est le temps où l'état stationnaire est atteint (normalement 
quelques millisecondes après 1 = 0). Il est préférable d'utiliser 
dans ces équations la vitesse initiale (vitesse mesurée avant que 
plus de 10% du substrat n'ait été transformé en produit) plutôt 
que la vitesse moyenne afin de minimiser l’influence de facteurs 
parasites tels que les effets de la réaction inverse, l'inhibition de 
la réaction par les produits, et l'inactivation progressive de l'en- 


zyme. 
La vitesse maximum d'une réaction, V,..,, est obtenue pour de 

fortes concentrations en substrat, lorsque l'enzyme est saturée, 

c'est-à-dire, quand elle se trouve entièrement sous la forme ES : 


Vaux = RE} [14.23] 
Ainsi, en combinant les Eq. [14.22] et [14.23], on obtient 
Vanas[S] 
CS PET [14.24] 


Cette expression, l'équation de Michaelis-Menten, est l'équation 
de base de la cinétique enzymatique. Elle décrit une hyperbole rec- 
tangulaire comme celle représentée à la Fig. 14-18 (bien que cette 
courbe ait subi une rotation de 45° et une translation vers l'origine, 
par rapport aux hyperboles représentées dans la plupart des traités 
élémentaires d'algèbre). La fonction de saturation de la myoglo- 
bine par l'O, Eq. [10.4], a une allure identique. 


a. Signification de la constante de Michaelis 

La constante de Michaelis, K,, se définit simplement. Pour la 
concentration en substrat [S] = K,,, l'Eq. [14.24] nous donne v, = 
Voax/2 donc K,, est la concentration en substrat pour laquelle la 
vitesse de la réaction est égale à la moitié de la vitesse maximum. 
Ainsi, si une enzyme a une valeur de K,, faible, elle aura une effi- 
cacité catalytique maximum pour de faibles concentrations en sub- 
stral. 
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FIGURE 14-8 Variation de la vitesse initiale », en fonction de la 
concentration en substrat [S] pour une réaction de Michaelis-Menten 
simple, Les points sont disposés à des intervalles de 0,5 K,, pour des 
concentrations en substrat comprises entre 0,5 K,,, et 5 K,,. 


La valeur de K,, est très variable, car elle dépend de la nature 
de l'enzyme et de celle du substrat (Tableau 14-1). Elle est aussi 
fonction de la température et du pH (cf. Section 14-4). La 
constante de Michaelis (Eq. [14.21]) peut s'exprimer également 
comme suit : 


[14.25] 


Puisque X, est la constante de dissociation du complexe de 
Michaelis, quand X, diminue, l'affinité de l'enzyme pour le sub- 
strat augmente. K,, permet donc également de mesurer l'affinité de 
l'enzyme pour son substrat , à condition que k, / Æ, soit petit par 
rapport à K,, c'est-à dire, que k, < &.. 


B. Interprétation des données cinétiques 


Ilexiste plusieurs moyens de déterminer les paramètres de l'équa- 
tion de Michaelis-Menten. Pour des concentrations en substrat {S] 
très élevées, la vitesse initiale v, approche de manière asympto- 
tique V,.... Cependant, il est pratiquement très difficile de mesurer 
Var avec précision d'après des tracés directs de v., en fonction de 
[S] comme celui de la Fig. 14-8. Même pour [S] = 10 K,, l'Eq. 
[14.24] montre que v,, n'est égale qu à 91 % de V,.., ce qui fait que 
la valeur obtenue par extrapolation sera presque certainement 
sous-estimée. 

Une méthode plus précise pour déterminer les valeurs de V,... 
et de K,,, qui a été formulée par Hans Lineweaver et Dean Burk, 
utilise les inverses de l'Eq. [14.24]: 


F= (Ès Ku )S à D (14.26] 


Il s'agit d'une relation linéaire entre 1/v, et 1/[S]. Si l'on porte gra- 
phiquement ces valeurs, on obtient la représentation de Linewea- 
ver-Burk appelée aussi représentation en double inverse, où la 
pente de la droite obtenue est égale à K,,/V... l'interception de la 
droite avec l'axe des ordonnées est égale à 1/V,.... et l'extrapolation 
de la droite coupe l'axe des abscisses à —1/K°,, (Fig. 14-9). L'incon- 
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vénient de cette méthode est que la plupart des mesures expérimen- 
tales se font pour des [S] relativement élevées qui se trouvent très 
rapprochées sur la gauche du graphique. De plus, pour de faibles 
valeurs de [S], de petites erreurs dans la détermination de v, entraf- 
nent des erreurs importantes pour la valeur de 1/», et donc des 
erreurs importantes sur les valeurs de K',, et de V.... 

D'autres représentations graphiques, chacune avec leurs avan- 
tages et leurs inconvénients, ont été élaborées pour déterminer 
Voux €t Ky à partir de données cinétiques. Cependant, avec l'avè- 
nement d'ordinateurs d'utilisation facile, les données cinétiques 
sont analysées par des traitements mathématiques statistiques 
sophistiqués. Néanmoins, les représentations de Lineweaver-Burk 
sont utiles pour obtenir une image des données cinétiques ainsi que 
pour l'analyse des données cinétiques d'enzymes qui catalysent 
des réactions à plusieurs substrats (Section 14-5C). 


a. k../ K,, est une mesure de l'efficacité catalytique 

Les paramètres cinétiques d'une enzyme permettent de mesu- 
rer son efficacité catalytique. Nous pouvons définir la constante 
catalytique d'une enzyme : 


V, 
Ram 


" (Eh 


Cette valeur est également appelée le «turnover number» 
(nombre de cycles) d'une enzyme car elle est égale au nombre de 
molécules de substrat converties en produit par unité de temps par 
un seul site actif de l’enzyme à saturation. Les constantes cataly- 
tiques de quelques enzymes sont données dans le Tableau 14-1. 
Noter que ces valeurs varient d'un ordre de grandeur qui va jus- 
qu'à huit selon l'enzyme et la nature des substrats. L'Eq. [14.23] 
indique que dans le modèle de Michaelis-Menten, &.,, = £. Pour 
des enzymes à mécanismes plus complexes, k.., peut être une fonc- 
tion de plusieurs constantes de vitesse. 

Quand [S] << K,,, très peu de ES est formé. Par conséquent, 
[E] = [E},, ce qui fait que l'Eq. [14.22] devient une réaction 
d'ordre deux : 


(Jens - (Gels) 1428 


où 4, / K, est la constante de vitesse apparente d'ordre deux de 
la réaction enzymatique ; la vitesse de la réaction varie selon la fré- 


(14.27] 


(S]= 0.5 Ky 


1/Ky 


1/18) 
FIGURE 149 Représentation en double inverse (Lineweaver-Burk). 
Les points sont obtenus à partir des données de la Fig. 14-8. Noter l'effet 
important de petites erreurs pour [S] faibles (1/1$] élevées) et la concen- 
tration des points pour [S] élevées. Barres d'erreur de +0,05 V,.... 


quence des rencontres entre l'enzyme et le substrat. L'expression 
k.. ! Kypermet donc de mesurer l'efficacité catalytique de l'en- 


zyme. 


b. Certaines enzymes ont atteint la perfection catalytique 
Y-a-1-il une limite supérieure à l'efficacité catalytique enzyma- 
tique ? Partant de l'Eq. [14.21] on obtient 


[14.29] 


Ce rapport est maximum lorsque k, >> k.,, c'est-à-dire, lorsque la 
formation de produit à partir du complexe de Michaelis, ES, est 
rapide comparée à sa décomposition pour redonner le substrat et 
l'enzyme. Dans ce cas, &.,/K,, = k,. la constante de vitesse d'ordre 
deux pour la formation de ES. La valeur de 4, ne peut naturelle- 
ment pas être supérieure à la fréquence à laquelle les molécules 
d'enzyme et de substrat se rencontrent en solution. Cette limite 
contrôlée par diffusion est de l'ordre de 10* à 10°M°! + s°!. Donc, 
des enzymes dont les valeurs du rapport £.,,/ K,,sont de cet ordre, 
catalysent une réaction pratiquement chaque fois qu'ils rencon- 
trent une molécule de substrat. Le Tableau 14-1 montre que plu- 


TABLEAU 14-1 Valeurs de K,, 4 et k /K,y Pour quelques enzymes et substrats 


Enzyme Substrat 

Acétylcholinestérase Acétylcholine 

Anhydrase carbonique CO; 
HCO,; 

Catalase H,0, 

Chymotrypsine Ester éthylique N-acétylglycine 
Ester éthylique N-acétylvaline 
Ester éthylique N-acétyltyrosine 

Fumarase Fumarate 
Malate 

Superoxyde dismutase lon superoxyde (O; * ) 

Uréase Urée 


Ky (M) Et) k/ Ku (M + 571) 
9,5 X 107* 14 X 10* 1,5 X 10% 
1,2 X 1072 1,0 x 10 8.3 X 107 
2,6 X 107? 4,0 X 10° 1,5 X 107 
2,5 X 107? 1,0 X 10? 4,0 x 10! 
4,4 X 107! s1 x 10? 1,2 X 107! 
8,8 X 10°? 1,7 X 10°! 1,9 
6,6 X 107* 1,9 X 10? 2,9 x 10° 
5,0 x 107$ 8,0 X 1 1,6 X 10% 
2,5 X 107 9,0 x 10 3,6 X 107 
3,6 X 107* 1,0 x 1% 2,8 x 10° 
2,5 X 107? 1,0 X 10* 4,0 X 10° 


FIGURE 14-10 Coupe au travers du site actif de ln superoxyde dismu- 
tase humaine (SOD). L'enzyme lie un ion Cu* et un ion Zn°* (sphères en 
orange et en bleu-vert). La surface moléculaire de la SOD est représentée 
par des pointillés dont la couleur correspond à la charge électrostatique, la 
plus négative en rouge, négative en jaune, neutre en vert, positive en bleu- 
vert, et la plus positive en bleu. Les vecteurs de champ électrostatique sont 
représentés par des flèches colorées de même. Noter comment ce champ 
électrostatique dirigerait l'ion superoxyde chargé négativement vers son 
site de liaison, situé entre l'ion Cu* et l'Arg 143. [Avec la permission 
d'Elisabeth Getzoff, The Scripps Research Institute, La Jolla, California. ] 


sieurs enzymes, à savoir, la catalase, la superoxyde dismutase, la 
fumarase, l'acétylcholinestérase, et peut-être l'anhydrase carbo- 
nique, remplissent cette condition et ont donc pratiquement atteint 
la perfection catalytique. 

Sachant que le site actif d'une enzyme n'occupe généralement 
qu'une petite fraction de sa surface totale, comment une enzyme 
peut-elle catalyser une réaction chaque fois qu'elle rencontre une 
molécule de substrat? Dans le cas de la superoxyde dismutase 
(SOD), il semble que la disposition de groupements chargés à la 
surface de l'enzyme guident, par un mécanisme électrostatique, le 
substrat chargé vers le site actif de l'enzyme (Fig. 14-10). [La 
SOD, enzyme présente dans pratiquement toutes les cellules, a 
pour fonction d'inactiver le radical superoxyde (O0; * }), une 
molécule très réactionnelle et donc destructrice, en catalysant la 
réaction 20, * + 2H° — H,0, + O,]. Un même type de 
mécanisme, consistant à diriger des substrats polaires vers leur site 
actif, se rencontre pour d'autres enzymes, comme l’acétylcholi- 
nestérase (Section 20-5C). 


C. Réactions réversibles 


Le modèle de Michaelis-Menten suppose implicitement que les 
réactions enzymatiques inverses peuvent être négligées. Cepen- 
dant, de nombreuses réactions enzymatiques sont tout à fait réver- 
sibles (elles s'accompagnent d'une faible variation d'énergie libre) 
et par conséquent leurs produits réagissent entre eux pour redon- 
ner les substrats à des vitesses significatives. Dans cette section. 
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nous allons donc négliger cette restriction de Michaelis-Menten, 
absence de réactions en sens inverse, et ce faisant, nous allons 
découvrir certains principes cinétiques intéressants et importants. 


a. Le modèle à un intermédiaire 

L'existence d'une réaction en sens inverse nous amène à modi- 
fier le modèle de Michaelis-Menten, ce qui donne le schéma réac- 
tionnel suivant : 


k, k; 
E+S== ES==P+E 
n ks 


(Dans ce schéma, ES pourrait aussi bien être appelé EP, car la 
nature du complexe intermédiaire n'est pas précisée.) L'équation 
qui décrit le comportement cinétique de ce modèle, qui est dérivée 
dans l'Appendice A de ce chapitre, est la suivante 

VhalS] _ Vial P] 


Ki Ki 
= - 3 
v ST {P] [14.30] 
it te 
K M Kw 
où 
Vhss = k{E}r Vos = k [Eh 
5 kith À kitk 
ments jeté 
el 


(Ejr = [E] + [ES] 


Nous obtenons finalement une équation de Michaelis-Menten qui 
s'applique dans les deux sens. Effectivement, pour [P] = 0, soit 
quand v = v,, on retrouve l'équation de Michaelis-Menten. 


b. La relation de Haldane 
A l'équilibre (lorsque la réaction a eu lieu), v = 0 et l'Eq. 
[14.30], qui s'applique aussi bien à l'équilibre qu'à l'état station- 
naire, nous permet d'écrire 
K = [PJeg LE Vas Ke 


cq Nr — sr r5 
[Sa Vos M 


[14.31] 


où [PL et [S]., sont les concentrations de P et S à l'équilibre. 
D'après cette relation, connue sous le nom de relation de Hal- 
dane, on constate que les paramètres cinétiques d'une réaction 
enzymatique réversible ne sont pas indépendants les uns des 
autres, Plus exactement, ils sont reliés entre eux par la constante 
d'équilibre de la réaction globale qui, naturellement, est indépen- 
dante de la présence de l'enzyme. 


c. Les données cinétiques ne permettent pas d'établir un 
mécanisme réactionnel avec certitude 
Une enzyme qui forme un complexe réversible avec son sub- 
strat doit, de la même manière, en former un avec son produit : 
d'où la séquence réactionnelle : 


& 4, 4, 
E+S—= ES == EP ==P+E 
Li k: k: 
L'équation qui décrit le comportement cinétique de ce modèle à 


deux intermédiaires, dont la dérivation est analogue à celle décrite 
dans l'Annendice À pour le modèle à un intermédiaire. a une 
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forme identique à celle de l'Eg. [14.30]. Cependant, ses para- 
mètres VA. Vu Kù, et KŸ, se définissent en fonction des six 
constantes cinétiques du modèle à deux intermédiaires au lieu des 
quatre constantes du modèle à un intermédiaire. En réalité, les 
équations de vitesse à l'état stationnaire pour des réactions réver- 
sibles à trois intermédiaires ou plus ont également cette forme 
mais cependant avec des définitions différentes des quatre para- 
mètres. 

Les valeurs de VW... VW. Kè. et KŸ, de l'Eg. [14.30] peuvent 
être calculées en choisissant judicieusement les concentrations ini- 
tiales en substrat et en produit et en se plaçant dans les conditions 
de l'état stationnaire. Cependant, on n'obtiendra pas ainsi les 
valeurs des constantes de vitesse du modèle à deux intermédiaires 
car il y a six constantes de vitesse et seulement quatre équations 
qui décrivent leurs relations. De plus, les mesures de cinétique à 
l'état stationnaire ne permettent pas de distinguer le nombre d'in- 
termédiaires d'une réaction enzymatique réversible car la forme de 
l'Eg. [14.30] ne change pas avec ce nombre d'intermédiaires. 

Les identités fonctionnelles des équations qui décrivent ces 
schémas réactionnels peuvent être comprises en faisant un paral- 
lèle entre notre modèle de réaction réversible à n intermédiaires et 
une «boîte noire» contenant un système de tuyaux, avec une 
entrée et une sortie : 


“Boite noire” 


Entrée —=1 


A l'état stationnaire, c'est-à-dire, lorsque les tuyaux sont remplis 
d'eau, on peut déterminer la relation entre la pression à l'entrée 
et le débit à la sortie. Toutefois, de telles déterminations ne don- 
nent aucun renseignement sur la construction de la tuyauterie qui 
relie l'entrée à la sortie. Pour cela, il faudrait d'autres rensei- 
gnements qui nécessiteraient, par exemple, l'ouverture de la boîte 
noire afin de suivre le tracé des tuyaux, Pareillement, les mesures 
de cinétique à l'état stationnaire peuvent donner une description 
phénoménologique du comportement de l'enzyme, mais la nature 
des intermédiaires reste indéterminée. Pour ce faire, il faut 
recourir à d'autres techniques telles que l'analyse spectrosco- 
pique. 

Ce qui précède illustre un principe fondamental de l'analyse 
cinétique : l'analyse cinétique d'une réaction à l'état stationnaire 
ne peut permettre, de façon certaine, l'établissement de son méca- 
nisme. En effet, quelles que soient la simplicité, l'élégance ou la 
logique d'un mécanisme supposé en parfait accord avec les don- 
nées cinétiques, il existe un choix infini d'autres mécanismes, 
peut-être compliqués. étranges voire illogiques en apparence, mais 
qui peuvent tout aussi bien être en accord avec les données ciné- 


élégant qui s'avère être le bon, mais ce n'est pas toujours le cas. 
Si, cependant, les données cinétiques sont incompatibles avec un 
mécanisme donné, celui-ci doit être abandonné. Par conséquent, 
bien que la cinétique ne permette pas d'établir un mécanisme avec 
certitude sans d’autres preuves, telles que la démonstration phy- 
sique de l'existence d'un intermédiaire, l'analyse cinétique à l'état 
stationnaire d'une réaction est d'une grande importance car elle 
permet d'éliminer des mécanismes inexacts. 


3 B INHIBITION 


De nombreuses substances modifient l'activité d'une enzyme en 
s'y combinant, ce qui altère la liaison du substrat et/ou sa constante 
catalytique. Les substances qui diminuent ainsi l'activité d'une 
enzyme sont appelées des inhibiteurs. 

Beaucoup d'inhibiteurs sont des molécules de structure voisine 
du substrat de leur enzyme, mais qui, soit ne réagissent pas, soit 
réagissent beaucoup plus lentement que le substrat. De telles sub- 
stances sont fréquemment utilisées pour élucider la nature chi- 
mique ou conformationnelle d'un site de liaison du substrat, afin 
de déterminer le mécanisme catalytique de l'enzyme. De plus, 
beaucoup d'inhibiteurs d'enzymes sont des agents chimiothéra- 
peutiques efficaces car un analogue de substrat « non naturel » peut 
bloquer l'action d'une enzyme. Par exemple, le méthotrexate 
(appelé aussi améthoptérine) ressemble chimiquement au dihy- 
drofolate, Le méthotrexate se lie fortement à la dihydrofolate 
réductase, ce qui l'empêche d'assurer sa fonction physiologique, 
la réduction du dihydrofolate en tétrahydrofolate, un cofacteur 
indispensable pour la synthèse du dTMP, un précurseur de l'ADN 
(Section 28-3B). 
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Des cellules qui se divisent rapidement et donc synthétisent acti- 
vement de l'ADN, comme les cellules cancéreuses, sont beaucoup 
plus sensibles au méthotrexate que les cellules qui se divisent len- 
tement, comme les cellules de la plupart des tissus normaux de 
mammifères. Ainsi, quand on administre des quantités appropriées 
de méthotrexate, on tue les cellules cancéreuses sans que l'hôte 
subisse de dommages importants. 

Les inhibiteurs d'enzyme peuvent agir par différents méca- 
nismes. Dans cette section, nous étudierons plusieurs de ces méca- 
nismes parmi les plus simples, et leurs influences sur le comporte- 
ment cinétique des enzymes qui suivent le modèle de 
Michaelis-Menten. 


A. Inhibition compétitive 


Une substance qui entre en compétition directement avec un sub- 
strat pour un site de liaison enzymatique est appelée inhibiteur 
compétitif. Généralement, un inhibiteur compétitif ressemble au 
substrat à un point tel qu'il se lie au site actif mais sans donner de 
réaction, Ainsi, le méthotrexate est un inhibiteur compétitif de la 
dihydrofolate réductase. De même, la succinate déshydrogénase, 
une enzyme du cycle de l'acide citrique, qui catalyse la transfor- 
mation de succinate en fumarate (Section 21-3F), est inhibée 
compétitivement par le malonate, dont la structure ressemble à 
celle du succinate mais qui ne peut pas être déshydrogéné. 


CO007 = H 
(H Nc” 
| 2 succinate déshydrogénase C 
a Il 
PNG 
coo” H Co07 
Succinate Fumarate 


CH,  ‘uccinate déshydrogénase DE ACTION 


L'efficacité du malonate en tant qu'inhibiteur compétitif de la suc- 
cinate déshvdrogénase sugeère fortement que la configuration du 
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site de liaison du substrat de l'enzyme est telle que deux groupe- 
ments carboxylate du substrat peuvent s'y lier, sans doute par l'in- 
termédiaire de deux résidus chargés positivement, disposés cor- 
rectement. 

Le schéma réactionnel suivant donne le modèle général d'une 
inhibition compétitive : 


k, . 
E+S += ES “+P+E 


+ 


l 
Ki | 
EI + S —— PAS DE REACTION 
Dans ce modèle, l'inhibiteur 1 est supposé se lier de manière réver- 
sible à l'enzyme et se trouve rapidement à l'équilibre avec lui de 
sorte que 


(EJ1) 


‘ [EI] 
où El, le complexe enzyme-inhibiteur, est catalytiquement inactif. 
Par conséquent, un inhibiteur compétitif entraine la diminution de 
la concentration en enzyme libre disponible pour se lier au substrat. 

Comme précédemment, notre but est d'exprimer v,, en fonction 
de quantités mesurables soit, dans ce cas, [E], [S], et [1]. Expri- 
mons d’abord, comme dans la dérivation de l'équation de Michae- 
lis-Menten, l'équation de conservation, qui doit prendre en compte 
l'existence de El. 


{E}r = (E] + [EI] + [ES] [14.33] 


On peut exprimer la concentration en enzyme en fonction de [ES] 
en réarrangeant l'Eg. [14.18] dans les conditions d'état station- 
naire ; 


[14.32] 


_ KW{ES) 
[S] 


La concentration du complexe enzyme-inhibiteur est exprimée en 
substituant l'Eq. [14,34] dans l'Eg. [14.32] réarrangée : 
(EIU] | AMESIN] 


Ki [SXK, 
En substituant ces deux dernières valeurs dans l'Eq. [14.33] nous 


obtenons 
l 
ess) 
d'où l'on peut tirer l'expression de [ES] 


ges = -—EhiS) 


K (: + ©) + [S 

A1 +)+ 15) 

d'où, d'après l'Eq. [14.22], l'expression de la vitesse initiale est : 
k{E}r{S] 


ee 


[14.34] 


(EI) = [14.35] 


v, = R[ES] = [14.36] 
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Soit en appelant 
l 
a= (: + ©) (14.37] 
et Van = IE}; comme dans l'Eq. [14.23], 
VaaS) 
Vo = aKyt+ [SI [14.38] 


Nous obtenons ainsi l'équation de Michaelis-Menten avec K,, 
modulé par &, une fonction de la concentration en inhibiteur (qui, 
d'après l'Eq. [14.37], est toujours 2 1). La valeur de [S] qui donne 
LE V2 est donc GK y. 

La Figure 14-11 montre les courbes hyperboliques obtenues 
d'après l'Eq. [14.38] pour différentes valeurs de «. Remarquez que 
quand [S] — +, v,— V,,,, quelle que soit la valeur de «&. Cepen- 
dant, plus la valeur de @ est grande, plus [S] doit être importante 
pour approcher V,.. Ainsi, l'inhibiteur ne modifie pas la constante 
catalytique de l'enzyme. La présence de I rend [S] plus faible 
qu'elle ne l'est en réalité ou, ce qui revient au même, augmente 
artificiellement la valeur de K,, Inversement, l'augmentation de 
[S] déplace l'équilibre de liaison du substrat vers la formation de 
ES. Il y a donc une véritable compétition entre I et S pour le site 
de liaison du substrat de l'enzyme ; leur liaison est mutuellement 
exclusive. 

Etablissons la forme en double inverse de l'équation [14.38] 


1. eo) ni 
” (ee Se [14.39] 


Si l'on porte 1/r,, en fonction de 1/1S], on obtient une droite dont 
la pente est égale à aK,,/ V..... l'interception avec 1/18] = -1/aK,. 
et l'ordonnée à l'origine égale à 1/V,,, (Fig. 14-12). Les représen- 
tations en double inverse pour un inhibiteur compétitif à diffé- 
rentes concentrations de ! donnent des droites qui se coupent sur 
l'axe Lv, à DV, : c'est un diagnostic d'inhibition compétitive, 
comparée à d'autres types d'inhibition (Section 14-3B et 14-3C). 
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FIGURE 14-11 Inhibition compétitive, Variation de la vitesse initiale 
v,en fonction de la concentration en substrat [S] pour une réaction de 
Michuelis-Menten simple en présence de différentes concentrations d'un 


En déterminant les valeurs de & pour différentes concentra- 
tions en 1, on peut calculer la valeur de K, à partir de l'Eg. 
[14.37]. De cette manière, les inhibiteurs compétitifs peuvent être 
utilisés pour élucider la structure d’un site actif. Par exemple, afin 
de s'assurer de l'importance des différentes parties d'une molécule 
d'ATP 


= 
= 


| 


pour sa liaison au site actif d'une enzyme qui a besoin d'ATP, on 
peut déterminer les valeurs de X, de l’ADP, de l'AMP (adénosine 
monophosphate), du ribose, des ions triphosphate, etc. Puisque 
beaucoup de ces composants de l’ATP sont inactifs sur le plan 
réactionnel, des études d'inhibition sont les moyens les plus com- 
modes de suivre leur liaison à l'enzyme. 

Si l'inhibiteur se lie de façon irréversible à l'enzyme, 
l'inhibiteur est classé comme inactivateur au même titre que tout 
agent qui inactive l’enzyme. L'inactivateur diminue véritablement 
la concentration réelle [E},; de l'enzyme quelles que soient les 
valeurs de [S]. Les réactifs qui modifient des résidus d'acide aminé 
spécifiques peuvent agir de cette façon. 


a = 1 (sans inhibiteur) 


Pente = aKyg/ Vinax 


-1/aKy 1/18] 


FIGURE 14-12 Représentation de Lineweaver-Burk de l’enzyme 
michaelienne simple décrite à la Fig. 14-11, en présence d'un inhibi- 
teur compétitif. Noter que toutes les droites se coupent sur l'axe 1/v,. 


B. Inhibition incompétitive 


Dans l'inhibition incompétitive, l'inhibiteur se lie directement au 
complexe enzyme-substrat, sans pouvoir se fixer à l'enzyme libre : 


k 
E+S + ES “+P+E 


+ 


I 
Ki] 
ESI —— PAS DE REACTION 


La réaction de liaison de l’inhibiteur, dont la constante de disso- 
ciation est : 


, _ [ES] 
RU = [ESI) 


est supposée à l'équilibre. On imagine que la liaison de l'inhibi- 
teur incompétitif, qui ne ressemble pas nécessairement au substrat, 
provoque une déformation du site actif, rendant ainsi l’enzyme 
catalytiquement inactive. (Si l'inhibiteur se lie à l'enzyme libre, il 
n'affecte pas l'affinité pour le substrat.) 

L'équation de Michaelis-Menten pour une inhibition incompé- 
titive, dont la dérivation est donnée dans l'appendice B de ce cha- 
pitre est : 


[14.40] 


Val S] 
"KrelS) [14.41] 
où 
[1] 
a'=1+5 [14.42] 


D'après cette équation, on voit que pour de hautes concentra- 
tions en substrat [S], v, tend asymptotiquement vers V..! d ce 
qui signifie qu'à l'inverse de l'inhibition compétitive, l'influence 
de l'inhibiteur sur V.., n'est pas atténuée par l'augmentation de 
15]. Cependant, pour de faibles concentrations en substrat, c'est- 
à-dire, quand [S] << K,, l'influence d'un inhibiteur incompétitif 
devient négligeable, ce qui n'est pas le cas avec un inhibiteur 
compétitif. 

L'équation en double inverse de l’Eg. [14.41] donne 

LR ()s 3 
Vo \Voax/[S]  Voar 

La représentation de Lineweaver-Burk pour une inhibition incom- 
pétitive est celle d’une droite de pente K,,/V.... comme celle 
d'une réaction non inhibée, et les interceptions avec 1/v, et 1/15] 
donnent respectivement les valeurs des rapports a‘/V..., et -&'/Ky. 
Une série de représentations en double inverse avec différentes 
concentrations en inhibiteur incompétitif, donnent une famille de 
droites parallèles (Fig. 14-13). C'est un diagnostic de l'inhibition 
incompétitive. 

Dans le cas de l’inhibition incompétitive, l'inhibiteur modifie 
l'activité catalytique de l'enzyme sans affecter l'affinité de liaison 
au substrat. Pour des réactions à un substrat, il est difficile de 


concevoir un mécanieme nogcible ganf dance le cac de petite inhi- 


[14.43] 
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-«'/Ky 


1/18) 
FIGURE 14-13 Représentation de Lineweaver-Burk d'une enzyme 


michaelienne simple en présence d'un inhibiteur incompétitif. Noter 
que les droites ont des pentes identiques égales à A, 


biteurs comme les protons (cf. Section 14-4) ou des ions métal- 
liques. Cependant, comme nous le verrons dans la Section 14-5C, 
l'inhibition incompétitive est importante dans le cas des enzymes 
à plusieurs substrats. 


C. Inhibition non competitive ou mixte 

Si l'enzyme et le complexe enzyme-substrat fixent tous les deux 
l'inhibiteur, on obtient le modèle suivant : 

ES “+ P+E 


k, 
E+4S$S—= 
k, 


- + 


il il 
ki] Ki] 

EI ESI -—+ PAS DE REACTION 
On présume que les deux étapes de liaison de l’inhibiteur sont 


à l'équilibre mais avec des constantes de dissociation diffé- 
rentes : 


… EN , _ [ESJ) 
(El) l [ESI) 


Ce cas de figure est appelé inhibition mixte ou inhibition non 
compétitive. Un inhibiteur mixte se lie probablement à des sites 
enzymatiques qui participent à la fois à la liaison du substrat et à 
la catalyse. 
L'équation de Michaelis-Menten pour une inhibition de type 
mixte (cf. Appendice C pour la dérivation de cette équation) est : 
Vonax[S] 

Vo Ru + aS] [14.45] 
où & et &’ sont définis respectivement dans les Eq. [14.37] et 
[14.42]. D'après l'Eg. [14.45], on voit qu’au dénominateur, K,, est 
multiplié par le facteur &, comme dans le cas de inhibition com- 
pétitive (Eq. {14.38]), et que [S] est multiplié par le facteur & 
comme dans l'inhibition incommétitive (Ea_ 114411) d'où le nom 


k [14.44] 
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1/v 


{sans inhibiteur) 


1-0 
(a-1)Ky (a- mes 
Pente = AK y / Vinnx 


ed 1/15 
Kx /IS) 


FIGURE 14-14 Représentation de Lineweaver-Burk d'une enzyme 
michaelienne simple en présence d'un inhibiteur mixte, Noter que 
toutes les droites se coupent en un point situé à gauche de l'axe 1/v,. Les 
coordonnées du point d'intersection sont données entre crochets. Noter 
que quand X, = K”’,, «= «”, et les droites se coupent sur l'axe 1/1S] à 
—VK y 


d'inhibition mixte. Par conséquent, les inhibiteurs mixtes sont effñ- 
caces aussi bien à fortes qu'à faibles concentrations de substrat. 
L'équation de Lineweaver-Burk pour une inhibition mixte est : 


1 (Es) l a° 

— = — | — + — 

Vo \Vma/[S] Von 
La représentation graphique de cette équation donne une série 
de droites de pente aK,, / V,., dont les interceptions avec les 
axes l/v, et 1/[S] donnent respectivement les valeurs des rap- 
ports œ'/V.. et -W'/0K,, (Fig. 14-14). Le développement algé- 
brique de l'Eq. [14.46] pour différentes valeurs de [I] et les 
représentations graphiques correspondantes en double inverse, 
donnent une série de droites qui se coupent à la gauche de l'axe 
lv, (Fig. 14-14). Dans le cas particulier où X, = K, (&« = «') 
l'intersection se fait sur l'axe 1/[S], ce qui, en raison de l'am- 
biguïté de la nomenclature, est parfois décrit comme une inhi- 
bition non compétitive. 


[14.46] 


Le Tableau 14-2 résume les résultats précédents concer- 
nant les différents types d’inhibition pour des enzymes qui obéis- 
sent à l'équation de Michaelis-Menten (ce qu'on appelle des 
enzymes michaeliennes ; N.d.T.). Les valeurs Ai? et V#?, sont les 
valeurs «apparentes» de K,, et de V.. qui seraient réellement 
observées en présence d'un inhibiteur pour l'équation de Michae- 
lis-Menten décrivant les enzymes inhibées. 


4 M INFLUENCE DU PH 


Étant des protéines, les enzymes ont des propriétés sensibles au 
pH. La plupart des protéines ne sont actives, en fait, que pour une 
zone de pH étroite, généralement comprise entre 5 et 9. Ceci, parce 
que le pH agit sur plusieurs facteurs : (1) la liaison du substrat à 
l'enzyme, (2) l'activité catalytique de l'enzyme, (3) l'ionisation du 
substrat, et (4) les variations de la structure des protéines (qui ne 
sont généralement importantes qu'aux pH extrêmes). 


a. Dépendance du pH pour des enzymes michaelienness 
Les vitesses initiales de nombreuses réactions enzymatiques 
donnent des courbes en cloche en fonction du pH (p. ex. Fig. 14- 
15). Ces courbes sont le reflet de l'état d'ionisation de certains 
résidus d'acide aminé qui doivent se trouver dans un état d'ionisa- 
tion spécifique pour l'activité de l’enzyme. Le modèle suivant peut 
expliquer les effets du pH. 
E° ES” 
Ke]H Ko] 
k 
EH + S == ESH —+ P + EH 


Ke [LR | 2 IL 
EH; ESH; 

Dans ce mécanisme de réaction simple irréversible à un seul sub- 
Strat, on suppose que seules les formes EH et ESH sont catalyti- 
quement actives. 

L'équation de Michaelis-Menten de ce modèle, qui est dérivée 
dans l’Appendice D, est 

Vau(S] 


Vo = Ku+[S] [14.47] 


TABLEAU 14-2 Effets d'hinibiteurs sur les paramètres de l'équation de Michaelis-Menten® 


Type d'inhibition 
Aucune 
Compétitive 
Incompétitive 
Mixte 
aKy/a' 
1) (1) 


LEE anda' = 1 + — 


Kÿ 
Von Kw 
Vs aKy 
ax/a K,y/a' 
Va a” 


Lo 


FIGURE 14-15 Influence du pH sur la vitesse initiale de la réaction 
catalysée par la fumarase. [D'après Tanford, C., Physical Chemistry of 
Macromolecules, p. 647, Wiley (1961).] 


avec les paramètres de Michaelis-Menten suivants 
Vas © Voux/f and  Ky = Ku(f/f) 


où 
[H*] Ke: 
he xs tn) 
ROSE 
ke 1*1H) 


av et K,, sont les paramètres des formes actives de l'enzyme, 
EH et ESH. Remarquer que pour n'importe quelle valeur de pH, 
l'Eq. [14.47] se comporte comme une simple équation de Michae- 
lis-Menten, mais comme f, et f, dépendent du pH, v, varie avec le 
pH en donnant une courbe en cloche (cf. Fig. 14-15). 


b. Détermination des constantes d'ionisation 

Les constantes d'ionisation des enzymes qui obéissent à l'Egq. 
[14.47] peuvent être déterminées par analyse des courbes obtenues 
en traçant log V”... en fonction du pH, d'où l'on tire les valeurs de 
Kes et de Kys> (Fig. 14-164), et celles obtenues en traçant 
log. / Kg) en fonction du pH, ce qui donne les valeurs de Ke, 
et de K;, (Fig. 14-16b). Ceci implique, naturellement, que soient 
déterminées les valeurs des paramètres de Michaelis-Menten de 
l'enzyme pour chaque série de pH différents. 

La détermination des valeurs de pK apporte souvent des indi- 
cations intéressantes quant à la nature des résidus d'acide aminé 
indispensables à l'activité enzymatique. Par exemple, un pK voisin 
de 4 suggère qu'un Asp ou un Glu est indispensable à l'enzyme. 
De même, des pK de l’ordre de 6 ou de 10 suggèrent, respective- 
ment, la participation d'une His ou d'une Lys. Toutefois, la valeur 
de pK d'un groupement acide-base donné peut varier de plusieurs 
unités de pH par rapport à sa valeur escomptée, en raison de l'in- 
fluence électrostatique de groupements chargés situés à proximité, 
ou de régions de faible polarité dans l'environnement immédiat. 
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108 V'onax 


PKesi  PKe: 
pH 


PKe2  PKes 


FIGURE 14-16 Variation de (a) log V',.., et (b) log (V' JA) en 
fonction du pH. Ceci montre comment les valeurs des constantes d'ioni- 
sation moléculaires peuvent être déterminées par extrapolation. 


Par exemple, le groupement carboxylate d'un Glu qui forme un 
pont salin avec une Lys, se trouve stabilisé par la charge positive 
voisine, ce qui diminue la valeur du pK qu'il aurait autrement; 
ainsi, il lui est plus difficile de se protoner. Inversement, un grou- 
pement carboxylate qui se trouve dans une région faiblement 
polaire est moins acide que normalement car il retient plus forte- 
ment des protons que s’il se trouvait dans une zone beaucoup plus 
polaire. L'identification par la valeur d'un pK, d’un acide aminé 
donné doit donc être vérifiée en faisant appel à d'autres types de 
mesure telles que l’utilisation de réactifs spécifiques de chaînes 
latérales d'acide aminé qui inactiveront un résidu présumé essen- 
tiel. 


5 Æ RÉACTIONS À DEUX SUBSTRATS 


Jusqu'à ici, nous ne nous sommes intéressés qu'à des réactions fai- 
sant intervenir un seul substrat. Toutefois, les réactions enzyma- 
tiques qui impliquent deux substrats et qui conduisent à la forma- 
tion de deux produits 


E 
A+B—=P+Q 


représentent environ 60% des réactions enzymatiques connues. 
Presque toutes ces réactions, appelées réactions à deux substrats, 
sont soit des réactions catalysées par des transférases, dans les- 
quelles l'enzyme catalyse le transfert d'un groupement fonctionnel 
spécifique, X, de l’un des substrats à l'autre : 


P—X + Be P + B—X 


soit des réactions d'oxydoréduction, dans lesquelles des équiva- 
lents réducteurs sont transférés d'un substrat à l'autre. Par 
exemple, lors de l'hydrolyse d'une liaison peptidique par la tryp- 
sine (Section 7-1E) le groupement carbonyle du peptide est trans- 
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(a) 


0 | 0 


(] £ [l 
R—C—NH=R, + H90 RS R,—C—0- + HN—R, 
Polypeptide 
(b) 
H alcool 0 
| déshydrogénase Il 
oi + NAD* CH;— CH + NADH 
H H+ 


FIGURE 14-17 Exemples de réactions à deux substrats. (a) Dans La 
réaction d'hydrolyse d'une liaison peptidique catalysée par la trypsine, le 
groupement carbonyle de la liaison peptidique hydrolysée, avec la chaîne 
polypeptidique qui lui reste associée, est transféré de l'atome d'azote du 
peptide, à une molécule d'eau. (b) Dans la réaction de l'alcool déshydro- 
génase, un ion hydrure est transféré de l'éthanol au NAD”. 


féré de l'atome d'azote peptidique à l'eau (Fig. 14-17a), De même, 
au cours de la réaction de l'alcool déshydrogénase (Section 13- 
2A), un ion hydrure est transféré de l'éthanol au NAD* (Fig. 14- 
17b). Bien qu'en principe, de telles réactions à deux substrats puis- 
sent faire intervenir de très nombreux mécanismes, on n’en connaît 
qu'un petit nombre. 


A. Terminologie 


Nous suivrons la nomenclature introduite par W.W. Cleland pour 
représenter les réactions enzymatiques : 


1. Les substrats sont désignés par les lettres À, B, C, et D dans 
l'ordre de leur liaison à l'enzyme. 


2. Les produits sont désignés par P, Q. R. et S dans l'ordre de 
leur séparation de l'enzyme. 


3. Les formes stables des enzymes sont désignées par E, F, et 
G, l'enzyme libre étant représentée par E, si de telles distinctions 
doivent être faites. Une forme stable d'enzyme est une forme qui 
ne peut, par elle-même, se transformer en une autre forme stable 
de l'enzyme (cf. ci-dessous). 


4. Le nombre de substrats et de produits dans une réaction 
donnée est spécifié, dans l'ordre, par les termes Uni (un), Bi 
(deux), Ter (trois), et Quad (quatre). Une réaction qui utilise un 
substrat et conduit à la formation de trois produits est une réaction 
Uni Ter. Dans cette section, nous nous intéresserons aux réactions 
qui utilisent deux substrats et qui forment deux produits, c'est-à- 
dire, des réactions Bi Bi. Rappelez-vous, cependant, qu'il existe de 
nombreux exemples de réactions encore plus compliquées. 


a. Modèles de réactions Bi Bi 
On peut ranger les réactions enzymatiques de transfert de 
groupe en deux grandes catégories selon leur mécanisme : 


1. Réactions séquentielles: Les réactions dans lesquelles 
tous les substrats doivent se combiner à l'enzyme avant qu'une 
réaction puisse avoir lieu et que les produits puissent être libérés 
sont des réactions séquentielles. Dans de telles réactions, le 
groupe transféré, X, passe directement de A ( = P — X) à B, pour 


donner P et Q ( = B — X). Ces réactions sont donc appelées des 
réactions de simple déplacement. 

On distingue, parmi les réactions séquentielles, celles pour 
lesquelles l'ordre de liaison à l'enzyme est imposé, qui font donc 
intervenir un mécanisme ordonné, et celles où l'ordre de liai- 
son des substrats est indifférent, qui font donc intervenir un 
mécanisme aléatoire. Dans le mécanisme ordonné, la liaison du 
premier substrat semble nécessaire pour que l'enzyme établisse 
le site de liaison du deuxième substrat, tandis que dans un méca- 
nisme aléatoire, les deux sites de liaison sont présents sur l'en- 
zyme libre. 

Décrivons des réactions enzymatiques en utilisant la notation 
symbolique de Cleland. L'enzyme est représentée par une ligne 
horizontale et les additions successives de substrat et les départs 
de produits sont figurés par des flèches verticales. Les formes de 
l'enzyme sont indiquées sous la ligne horizontale et les 
constantes de vitesse, si besoin est, sont à la gauche de la flèche 
ou au-dessus de la ligne pour les réactions qui vont dans le sens 
de la formation du produit. Une réaction Bi Bi ordonnée est 


représentée par : 


k; 
EAB k3 EPQ EQ E 


où À et B sont respectivement le premier et le deuxième substrats. 
Dans ce schéma, peu de détails sont donnés quant aux intercon- 
versions des formes intermédiaires de l’enzyme car, comme nous 
l'avons vu pour les réactions enzymatiques réversibles à un seul 
substrat, les mesures de cinétique à l'état stationnaire ne donnent 
aucune information sur le nombre d'intermédiaires d'une étape 
réactionnelle donnée. De nombreuses déshydrogénases à NAD* et 
NADP" suivent un mécanisme Bi Bi ordonné dans lequel le coen- 
zyme se fixe en premier. 
Un mécanisme Bi Bi aléatoire est représenté par : 


AR 


EB EP 


B A \" PINS 


A B 


Certaines déshydrogénases et kinases suivent ce mécanisme. 


2. Réactions Ping-Pong: Des mécanismes où un produit ou 
plusieurs sont libérés avant que tous les substrats aient été ajou- 
tés sont appelés des réactions Ping-Pong. On schématise une 
réaction Bi Bi Ping-Pong comme suit : 


À P B Q 


FE FA-FP F 


Dans ce cas, un groupement fonctionnel X du premier substrat 
A (=P— X) est enlevé du substrat par l'enzyme E pour donner 
le premier produit P et une forme stable de l'enzyme 
F(=E — X) dans laquelle X est fortement lié (souvent par 
covalence) à l'enzyme (Ping). Dans la deuxième partie de la 
réaction, X est déplacé de l'enzyme par le deuxième substrat B 
pour donner le deuxième produit Q ( = B — X), régénérant ainsi 
l'enzyme sous sa forme initiale, E (Pong). De telles réactions 
sont appelées des réactions de double déplacement. Noter que 
dans les réactions Bi Bi Ping-Pong, les substrats À et B ne se 
rencontrent pas à la surface de l'enzyme. Beaucoup d'enzymes, 
dont la chymotrypsine (Section 15-3), les transaminases (Section 
26-1A), et quelques enzymes flaviniques réagissent selon des 
mécanismes Ping-Pong. 


B. Equations de vitesse 


Des mesures de cinétique à l'état stationnaire permettent de déter- 
miner le type de réaction à deux substrats parmi celles que nous 
venons de voir. Pour ce faire, on doit d’abord dériver leurs équa- 
tions de vitesse. La méthode est la même que celle utilisée pour les 
enzymes à un substrat, c'est-à-dire l'établissement d'une série 
d'équations linéaires simultanées, une pour chaque complexe 
enzymatique différent dans les conditions de l'état stationnaire, et 
une équation qui exprime la conservation de l'enzyme. Naturelle- 
ment, le problème est plus complexe que pour les réactions à un 
substrat. 

Les équations de vitesse pour les mécanismes de réaction à 
deux substrats décrits ci-dessus, en l'absence de produits, sont 
données ci-dessous sous la forme double inverse. 


a. Bi Bi ordonnée 
Kù Kw 


; KÈKE 
Voa(B] 


* Voa( AB] 


[14.48] 


b. Bi Bi aléatoire en équilibre rapide 

L'équation de vitesse pour une réaction Bi Bi aléatoire est très 
compliquée. Cependant, dans le cas particulier où les deux sub- 
strats sont en équilibre rapide et indépendant avec l'enzyme, où 
l'interconversion EAB-EPQ est la réaction limitante, l'équation de 
la vitesse initiale se réduit à la forme relativement simple suivante. 


(a) [8] Constantes 
en augmentant 


1/0, 


FIGURE 14-18 Représentations en double inverse d'une réaction 
enzymatique Bi Bi Pine-Pone. (a) Tracés de L/v en fonction de 1/A] 
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On parle alors de mécanisme Bi Bi aléatoire en équilibre rapide : 


11, AM , KE KB 
6 Vo VeuRilAl VanfB]l VanlAJB] 
[14.49] 
c. Bi Bi Ping-Pong 
1 Kÿ K?, 1 
ve VastAl * VaalB] Vas 11450) 


d. Signification physique des paramètres cinétiques des 

réactions à deux substrats 

Les paramètres cinétiques des équations qui décrivent les 
réactions à deux substrats ont les mêmes significations que ceux 
des réactions à un substrat. V.., est la vitesse maximum de la 
réaction enzymatique lorsque les deux substrats sont en concen- 
trations saturantes, K% et XŸ sont les concentrations respectives 
de A et B nécessaires pour obtenir V,,,/2 en présence de 
concentration saturante de l’autre substrat, et K$et KË sont les 
constantes de dissociation respectives de A et B de l’enzyme 
E. 


C. Distinction entre les mécanismes des réactions 
à deux substrats 


On peut faire la distinction entre les mécanismes Ping-Pong et 
séquentiels d’après l'allure différente de leurs représentations 
linéaires ou de la représentation en double inverse. 


a. Représentation graphique des réactions Bi Bi Ping-Pong 

En portant 1/v, en fonction de 1/[A] et en maintenant [B] 
constante, d'après l'Eg. [14.50], on obtient une droite de pente 
égale à KYV,. qui coupe l'axe 1/r, en des points égaux aux deux 
derniers termes de l'Eq. [14.50]. Puisque la pente est indépendante 
de [B}, de tels tracés pour différentes valeurs de [B] donnent une 
famille de droites parallèles (Fig. 14-18), Des tracés de 1/v, en 
fonction de 1/[B] pour différentes valeurs de [A] donneront, de la 
même manière, une famille de droites parallèles, Ces droites paral- 
lèles caractérisent un mécanisme Ping-Pong. 


{A] Constantes 
en augmentant 
Pente = KË/Visx .- 


(b) 10, 


0 1/ (B] 


pour différentes concentrations de B constantes. (b) Tracés de 1/v, en 
fonction de 11B1 pour différentes concentrations de À constantes. 
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{a) {B] constantes 
en augmentant 
, . X$ Kÿ 
Ky (B) 
Pente = 
Vmes 

Han 1+Kÿ/[8) 
1/Ky 29 Intersection = —— 

4 Va 


1/ IA) 
FIGURE 14-19 Représentations en double inverse d'une réaction 
enzymatique Bi Bi séquentielle, (a) Tracés de 1/1, en fonction de 1/1A] 
pour différentes concentrations de B constantes, (b) Tracés de 1/v, en 
fonction de 1/1B] pour différentes concentrations de A constantes. Les 


b. Représentation graphique des réactions Bi Bi 
séquentielles 
Les équations qui représentent le mécanisme Bi Bi ordonné 
(Eq. [14.48)) et le mécanisme Bi Bi aléatoire en équilibre rapide 
(Eq. [14.49)) sont l'une et l'autre dépendantes de [A] et de [B]. 
L'équation [14.48] peut être réarrangée pour donner : 


| a { NX) 1 il ( su) 
— = + = be + 1) (451 
ve Vo KAB]/TA] + Vo * [B]) (451) 


Puis, en portant 1/v, en fonction de 1/[A] pour [B] constante, on 

obtient une droite dont la pente est égale au coefficient de 1/[A] et 

qui coupe l'axe 1/v,, à une valeur égale au deuxième terme de l'Egq. 

[14.51] (Fig. 14-19a). On peut également réarranger l'Egq. [14.48] 
Kÿ 


de la sorte 
=} 1 ( 
EE en pc rpm LA D à 
a (AJ/(B] Von 


qui donne une droite si l'on porte 1/v,, en fonction de 1/[B] tout en 
maintenant [A] constante, droite dont la pente est égale au coeffi- 
cient de 1/{B] et qui coupe l'axe 1/v, à une valeur égale au 
deuxième terme de l’Eq. [14.52] (Fig. 14-19h). La caractéristique 
de ces tracés, qui indique un mécanisme séquentiel, c'est que les 
droites obtenues se coupent derrière l'axe 1{v.. 


Kà 
[A] 


) [14.52] 


l 
V 


c. Distinction entre mécanismes séquentiels aléatoire et 
ordonné 
Pour savoir si un mécanisme est Bi Bi ordonné ou Bi Bi aléa- 
toire, on peut faire des études d’inhibition par le produit. Si 


(b) {A} constantes 


en augmentant 


1/v, 


1+Kÿ/ [A] 


Va 


1/[B]) 
tracés correspondants pour les réactions Bi Bi aléatoires en équilibre 
rapide ont des allures identiques ; leurs droites se coupent en un point 
situé à gauche de l'axe 1/v,. 


l'on n'ajoute qu'un produit, P ou Q, au mélange réactionnel, la 
réaction en sens inverse ne peut pas être assurée, Néanmoins, en 
se liant à l'enzyme, ce produit inhibera la réaction dans le sens 
de la formation des produits. Pour une réaction Bi Bi ordonnée, 
Q (= B— X, le deuxième produit qui sera libéré) est en com- 
pétition directe avec À ( = P — X, le premier substrat à se lier) 
pour se lier à l'enzyme et se comporte donc comme un inhibi- 
teur compétitif de À quand [B] est constante (la présence de X 
dans Q = B — X interfère avec la liaison de À = P — X), Tou- 
tefois, comme B se combine avec EA, et non avec E, Q est un 
inhibiteur mixte de B quand [A] est constante (Q interfère à la 
fois avec la liaison de B à l’enzyme et avec la catalyse de la 
réaction). De même, P, qui ne se combine qu'avec EQ, est un 
inhibiteur mixte de A quand [B] est maintenue constante, et de 
B quand [A] est maintenue constante, Par contre, pour une réac- 
tion Bi Bi en équilibre rapide, puisque les deux produits et les 
deux substrats peuvent se combiner directement avec E, alors P 
et Q sont tous les deux des inhibiteurs compétitifs de A quand 
[B} est constante, et de B quand [A] est constante. Le Tableau 
14-3 rassemble les différents types d'inhibition possibles par 
le(s) produit(s) selon le mécanisme de la réaction. 


D. Echange isotopique 


Les déterminations de mécanismes de réactions enzymatiques 
basées uniquement sur des données cinétiques sont grevées d'in- 
certitudes, notamment en raison de données expérimentales peu 
précises. Il est donc indispensable de recourir à d’autres approches 
expérimentales si l'on veut une confirmation. 


TABLEAU 14-3 Types d'inhibition par les produits des mécanismes séquentiels à deux substrats 


Mécanisme 


Bi Bi ordonné 


Bi Bi aléatoire en équilibre rapide 


Produit inhibiteur 


O0 O0 


[A] variable 
Mixte 
Compétitive 
Compétitive 
Compétitive 


[B] variable 
Mixte 
Mixte 
Compétitive 
Compétitive 
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On peut faire la distinction entre les mécanismes à deux sub- 
strats séquentiels (simple déplacement) et Ping-Pong (double 
déplacement) par des études d'échange isotopique. Dans le cas de 
réactions à double déplacement, l'échange en retour d’un isotope 
du premier produit P au premier substrat A en l'absence du 
deuxième substrat est possible. Considérons une réaction Ping- 
Pong dans son ensemble, catalysée par une enzyme E à deux sub- 
strats 


P—X + Be P + B—X 


dans laquelle, comme d'habitude, A = P — X, Q = B — X, et X 
est le groupement transféré d’un substrat à l'autre au cours de la 
réaction. En l'absence de B, seule la première étape de la réaction 
peut se dérouler. Si une faible quantité de P marqué par un isotope, 
symbolisé par P*, est ajoutée au mélange réactionnel, P* — X se 
formera au cours de la réaction inverse : 


Réaction dans le sens direct E+P—X—E—X+P 
Réaction inverse E—X+P*E+P*—Xx 


autrement dit, il y a échange isotopique. 

Par contre, dans le cas de la première étape d'une réaction 
séquentielle, il se forme un complexe enzyme-substrat non cova- 
lent : 


E+P—-X== E:P—-X 


L'addition de P* ne peut donner lieu à un échange isotopique 
car il n'y a pas rupture de liaisons covalentes lors de la formation 
de E + P—X, c'est-à-dire qu'il n'y a pas de P libéré de l'enzyme 
qui puisse s'échanger avec P*, La démonstration qu'il y a échange 
isotopique dans une réaction enzymatique à deux substrats est 
donc un argument convaincant en faveur d'un mécanisme Ping- 


Pong. 


a. Echange isotopique avec la saccharose phosphorylase et 
la maltose phosphorylase 
Les enzymes saccharose phosphorylase et maltose phospho- 
rylase fournissent deux exemples précis de réactions d'échange 


isotopique catalysées par des enzymes, qui permettent de distin- 
guer des mécanismes cinétiques. La saccharose phosphorylase 
catalyse la réaction globale 


Glucose— fructose + phosphate 
Saccharose 


E 


Glucose-l-phosphate +  fructose 


Si l'enzyme est incubée avec du saccharose et avec du fructose 


marqué en l'absence de phosphate, on constate que le marqueur se 
retrouve dans le saccharose : 


Glucose — fructose + fructose* 
Saccharose 


1e 


loonnss _ Cmeninnnt ss uenbnans 


Pour la réaction inverse, si l'enzyme est incubée avec du glucose- 
1-phosphate et du phosphate marqué au ŸP, ce marqueur 
s'échange avec le glucose-1-phosphate : 

Glucose-1-phosphate + phosphate* 


le 
Glucose-1-phosphate* + phosphate 


Ces résultats indiquent qu'il se forme un complexe glucosyl- 
enzyme très solide accompagné de la libération de fructose, ce qui 
signifie que la réaction catalysée par la saccharose phosphorylase 
fait intervenir un mécanisme Ping-Pong. Ce résultat a été définiti- 
vement corroboré par l'isolement et la caractérisation de ce com- 
plexe glucosyl-enzyme. 

La maltose phosphorylase catalyse une réaction globale simi- 
laire : 

Glucose— glucose + phosphate 
Maltose 
[Le 


Glucose-1-phosphate + glucose 


Contrairement à la réaction catalysée par la saccharose phospho- 
rylase, il n'y a pas d'échange isotopique entre le glucose-1-phos- 
phate et le [*?P]phosphate ou entre le maltose et le [“Ciglucose. 
De même, on n'a pas réussi à détecter de complexe glucosyl- 
enzyme, Ces résultats indiquent que la maltose phosphorylase 
fonctionne selon un mécanisme séquentiel. 


Appendice: DÉRIVATION DES 
DIFFÉRENTES ÉQUATIONS DE 
MICHAELIS-MENTEN 


A. Equation de Michaelis-Menten pour les 
réactions réversibles — Equation [14.30] 


L'équation de conservation pour une réaction réversible à un sub- 
strat (Section 14-2C) est 


[E}r = {E) + [ES] [14.A1] 
La condition d'état stationnaire (ainsi que la condition d'équilibre) 
s'exprime par : 


TL 2 LENS] + &-ALEJLP] — (Ex + RES] = 0 

d'où [14.A2] 
kit 

(E] = Gps [14.A3] 


En substituant cette valeur dans l'Eq, [14.A1], on obtient 


kai+tk 


(Eh = ee PT M 1 VES) [14.A4] 


492 Chapitre 14. Vitesses des réactions enzymatiques 


La vitesse de la réaction est égale à 


d 
= -—5 =MENSI-&[ES]  (14.A5] 


ce qui, en combinant avec l'Eq. [14.A3] nous donne 


(use + k) 
kiS] + kP] 


qui, après combinaison avec l'Eg. [14.A4] donne 
.. ( kik[S] — k-;k_:[P] 
est k + RS] + k-{P) 


En divisant le numérateur et le dénominateur de cette équation par 


(&, +k,), on a 
k_; 
(he 
k+k 
—#— [Er 


1 2 
res SD CRE T7 
1+ (7 1+k à a kit "3 
[14.A8] 


Puis, en définissant les paramètres suivants par analogie avec les 
constantes de l'équation de Michaelis-Menten (Eq. [14.23] et 
[14.21]), 


k., JS) [14.A6] 


E}r [14.47] 


Vhu = k{[E}r Vaux = k-1[E}r 
Km kit r_kith 
M ME AE M E 


nous obtenons l'équation de Michaelis-Menten pour une réaction 
réversible à un substrat : 


VhulS) _ Van P] 
_UKY KE 
nn + FGF 

1+—= + — 


Ki Ku 


[14.30] 


B. Equation de Michaelis-Menten pour l’inhibition 
incompétitive—Equation [14.41] 

Dans le cas d’une inhibition incompétitive (Section 14-3B), l’inhi- 

biteur se lie au complexe de Michaelis avec une constante de dis- 

sociation 

[ES](1) 


Ki = ŒESI] [14.A9] 
L'équation de conservation est 
(E}r = [E) + (ES) + [ES] [14.A10] 


D'où, en substituant dans les Eq. [14.34] et [14.A9), nous obtenons 


(Eh = [ES PSE ©) 


[S] Ki 
En définissant &° de la même manière que dans l'Eq. [14,37] 


(14.A11] 


Réel 
a'=1+ _ [14.A12] 


et v, et V., comme dans les Eq. [14.22] et [14.23] 


- Vos _ 
Vo k[ES] _ Ku s [14.A13] 
Ci 
nous obtenons, après réarrangement, l'équation de Michaelis- 
Menten pour une inhibition incompétitive : 
Vanax[S] 
5 ® Ky + «'[S] [1441] 


C. Equation de Michaelis-Menten pour l’inhibition 
de type mixte—Equation [14.45] 
Dans une inhibition mixte (Section 14-3C) les réactions de liaison 
de l'inhibiteur ont des constantes de dissociation différentes : 
_ EN) , _ [ES] 
"En ** STE 
(Dans ce cas, par souci de clarté mathématique, nous faisons l'hy- 
pothèse, thermodynamiquement insoutenable, que le complexe EI 
ne réagit pas avec S pour donner la forme ESI. Si l’on intègre cette 
réaction dans l'établissement de l'équation, on aboutit à une déri- 
vation plus compliquée que celle que nous donnons ici, mais qui 
donne des résultats pratiquement identiques.) L'équation de 
conservation pour ce schéma réactionnel s'écrit 
(E}r = (E] + [EI] + [ES] + [ESI] 
soit, en substituant dans les Eq. [14.A14] 


Ki 


(14.A14] 


[14.A15] 


[Eh = (1 + 22) + res + ©) [14.16] 


En définissant « et «’ comme dans les Eg. [14.37] et [14.A12), 
l'Eg. [14.A16] devient 


[E}r = [Eja + [ESja' [14.A17] 
D'où, en substituant dans l'Eq. [14.34] 
aKy é 
[Eh = [Es (TE + @ ) [14.A18] 


En définissant v, et V,,, comme dans les Eq. [14.22] et [14.23] 
nous obtenons l'équation de Michaelis-Menten pour une inhibition 
mixte : 
Vanas[S] 
” aKy + a'[S] 


[14.45] 


D. Equation de Michaelis-Menten pour des 
enzymes ionisables—Equation [14.47] 
Dans le modèle de réaction présenté dans la Section 14-4 pour 
tenir compte de l'influence du pH sur les enzymes, les constantes 
de dissociation pour les ionisations sont 
Ke. = (H'IET _ [HYIES") 
E [EH] [ESH) 
_ [H'\EH) _ [(H'ESH) 


Ke = [EH*1 Kesi = Ent 


Kes2 
[14.A19] 


La protonation et la déprotonation sont parmi les réactions les plus 
rapides connues, si bien que, à l'exception de quelques enzymes 
qui ont des constantes catalytiques extrêmement élevées, on peut 
faire l'hypothèse raisonnable que les réactions acide-base sont à 
l'équilibre. L' équation de conservation s'exprime par 


[E}r = (EH}r + [ESH} [14.A20] 
où [E} représente l'enzyme totale présente sous toutes ses formes, 
[EH}r = (EH;] + (EH] + (E°] 


[H*] Ke 
- en (e +1+ ms) 
= (EH}f, [14.A21] 
et 
[ESH}; = [ESH;] + (ESH) + [ES”] 
(H°] Kes2 
"= [ESH}f, [14.A22] 
Soit, dans l'hypothèse de l'état stationnaire 
D = HEHIS] — (ka + RNESH] = 0 [14,23] 
ce qui nous donne la valeur de [EH] 
_ (&: + K){ESH] r KylESH] 
[EH] = HS] CE [14.A24] 


EEE 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Cinétique chimique Le déroulement de réactions com- 
plexes fait intervenir une succession de réactions élémentaires dont 
la molécularité est égale au nombre de molécules qui entrent en col- 
lision simultanément pour former les produits. L'ordre d'une réac- 
tion peut être déterminé d'après la forme caractéristique de la courbe 
de déroulement de la réaction, La théorie de l'état de transition sti- 
pule que la vitesse d'une réaction dépend de l'énergie libre de for- 
mation de son complexe activé, Ce complexe, qui correspond à la 
valeur maximum d'énergie libre du trajet réactionnel, se trouve en 
équilibre entre les substrats et les produits, ce qui explique qu'il soit 
aussi appelé état de transition. Selon la théorie de l'état de transi- 
tion, la catalyse est due à la diminution de la différence d'énergie 
libre entre les substrats et l'état de transition. 

2m Cinetique enzymatique Pour le mécanisme enzymatique le 
plus simple, l'enzyme et le substrat se combinent réversiblement 
pour former un complexe enzyme-substrat appelé complexe de 
Michnelis, qui peut se décomposer irréversiblement pour donner le 
produit et régénérer l'enzyme. La vitesse de formation du produit est 
exprimée par l'équation de Michaelis-Menten, obtenue sous réserve 
que la concentration du complexe de Michaelis soit constante, c'est- 
à-dire, én état stationnaire. L'équation de Michaelis-Menten, qui est 
celle d'une hyperbole rectangulaire, a deux paramètres: V,... la 
vitesse maximum de la réaction, qui est atteinte lorsque la concen- 
tration en substrat est saturante, et K,,, la constante de Michaelis, 
qui est égale à la concentration en substrat pour laquelle la vitesse 


EE 2 12.1 9 pm 0, nés mount es Less. 
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Donc, d'après l'Eg. [14.A21], 


(EH} = RATES [14.A25] 
[S] 
ce qui, avec les Eq, [14.20] et [14.A22] nous donne 
» Kufi 
(Eh = (sf +) (1426) 


Comme pour la dérivation de l'équation de Michaelis-Menten 
simple, la vitesse initiale est 
d ___kH{Eh __ K/fNEIS] 
Vo = k[ESH] ss ep KP) + [S) 
[S] : 
[14.A27] 


Soit, en définissant les valeurs « apparentes » de K,, et de V,.., = 
&J{E}, pour un pH donné : 


Ku = Kuf/f2) [14.A28] 


Vnx = Vaax/f [14.29] 


l'équation de Michaelis-Menten modifiée pour tenir compte de 
l'influence du pH est : 


VoalS]_ 
Ku + Ku + [S] 


Vo = 


[14.47] 


minés graphiquement par la représentation de Lineweaver-Burk. Des 
modèles de mécanismes de réactions enzymatiques plus réalistes que 
le modèle de Michaelis-Menten tiennent compte de la réversibilité 
de la réaction enzymatique et de la formation de un ou plusieurs 
intermédiaires. La forme fonctionnelle des équations qui décrivent 
les vitesses de réactions de ces modèles est indépendante du nombre 
d'intermédiaires, d'où l'impossibilité de distinguer ces modèles à 
partir seulement des mesures de cinétique à l'état stationnaire, 

35 Inhibition Les enzymes peuvent être inhibées par des inhi- 
biteurs compétitifs, qui entrent en compétition avec le substrat pour 
le site de liaison enzymatique. L'effet d'un inhibiteur compétitif peut 
être levé par des concentrations croissantes en substrat. Un inhibi- 
teur incompétitif inactive le complexe de Michaelis en se liant à 
celui-ci. La vitesse maximum d'une enzyme inhibée incompétitive- 
ment est fonction de la concentration en inhibiteur et l’inhibition ne 
peut donc pas être levée par des concentrations croissantes en sub- 
strat. Pour des inhibitions mixtes (non compétitives), l'inhibiteur se 
fixe à la fois à l'enzyme libre et au complexe enzyme-substrat pour 
donner un complexe catalytiquement inactif. L'équation de vitesse 
correspondante présente à la fois les caractéristiques des inhibitions 
compétitives et incompétitives. 

48 Influence du pH La vitesse d'une réaction enzymatique est 
fonction de la concentration en ions hydrogène. Pour un pH quel- 
conque, er os Are 2 mi 
l'équation de Michaelis-Menten. Cependant, ses paramètres V,.. 


SR RS PE 


EURE RSS POSER ES NO EE 
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tion du pH, on peut déterminer les pK de groupements enzymatiques 
ionisables impliqués dans la liaison ou la catalyse, ce qui peut contri- 
buer à identifier ces groupements, 

5 B Réactions à deux substrats La majorité des réactions enzy- 
matiques sont des réactions à deux substrats au cours desquelles les 
deux substrats réagissent pour donner deux produits. Ces réactions 
peuvent impliquer des mécanismes séquentiels ordonnés ou aléatoires, 
ainsi que des mécanismes Bi Bi Ping-Pong, parmi d'autres. Les équa- 


tions de vitesse initiale pour l’un ou l'autre de ces mécanismes impli- 
quent cinq paramètres, qui sont analogues soit aux paramètres de 
l'équation de Michaelis-Menten. soit à des constantes d'équilibre. On 
peut faire la distinction entre ces différents mécanismes de réactions à 
deux substrats d'après la forme des tracés en double inverse et selon 
la nature des inhibitions obtenues par leurs produits. Les réactions 
d'échange isotopique sont une autre possibilité, non cinétique, de faire 
la distinction entre les mécanismes de ces réactions à deux substrats. 


BE ————————————— 
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SE 
PROBLÈMES 


1. L'hydrolyse du saccharose : 
Saccharose + H,O — glucose + fructose 


suit la cinétique suivante 


Temps (min) {[Saccharose] (M) 
0 0,5011 
30 0,4511 
60 0,4038 
90 0,3626 
130 0,3148 
180 0,2674 


Déterminez la constante d'ordre un et la demi-vie de la réaction. Pour- 
quoi cette réaction bimoléculaire suit-elle une cinétique d'ordre un ? Com- 
bien de temps faudra-1-il pour que 99 % du saccharose présent initialement 
soit hydrolysé ? Combien de temps faudra-t-il si la quantité de saccharose 
initialement présent est double de celle indiquée dans le tableau ? 


2. De quel facteur une réaction à 25 °C sera-t-elle accélérée si un cata- 
lyseur diminue la valeur d'énergie libre de son complexe activé de 1 kJ + 
mol"} ; de 10 kJ + mor? 


3. Pour une réaction de Michaelis-Menten, k, = 5 x 10°M°!'+5s"1,&, 
=2x 108", et k, = 4 x 1075". Calculez K, et K,, de la réaction. La liai- 
son du substrat parvient-elle à l'équilibre ou à l'état stationnaire ? 


*4. Le tableau suivant donne les vitesses auxquelles un substrat réagit 
en présence d'une enzyme michaelienne : (1) en l'absence d'inhibiteur : (2) 


Et) en présence respectivement de 10 mA de l'un ou de l'autre des deux 
rs. Supposez que [E}r soit identique pour toutes les réactions. 


oo 
IS] ! (lv, (2v, Gh, 
{mM) | (uM + s1) (uM + s°!) (uM » s°!) 
7 | 2,5 1,17 0,77 
2 | 4,0 2,10 1,25 
s 63 4,00 2,00 
10 | 76 5,7 2,50 
20 | 9,0 72 2.86 


(a) Déterminez les valeurs de &,, et de V,. de l'enzyme. Déterminez le 

Aype d'inhibition pour chaque inhibiteur et les valeurs de K;eyou K°; Quel 

complémentaire faudrait-il pour déterminer la constante 

de l'enzyme ? (b) Pour [S] = 5 mA, quelle est la proportion de 

d'enzyme liées au substrat en l'absence d'inhibiteur, en présence 

ei 10 mhf de type (2), et en présence d'inhibiteur 10 mM de type 
2h | 

»s, Dans l'organisme, l'éthanol est oxydé en acétaldéhyde (CH,CHO) 
par l'alcool déshydrogénase du foie (LADH). D'autres alcools sont aussi 
oxvdés par la LADH. Par exemple, le méthanol, qui rend légèrement saoul, 
est en formaldéhyde (CH,0), très toxique, par la LADH . Les effets 
_ toxiques de l'ingestion de méthanol (que l'on trouve dans beaucoup de sol- 
_vamts commerciaux) peuvent être atténués par administration d'éthanol, 
L'éthanol agit comme inhibiteur compétitif du méthanol en le déplaçant de 
la 21 éhirprersue bus Lmerg denses quant 
reins. Si: personne à ingéré 100 mL de méthanol (une dose létale), com 

bien de whisky pur (50% d'éthanol en volume) doit-elle boire afin pa 
réduire à 5% de sa valeur initiale l'activité de sa LADH envers le métha- 
_ noi? Le corps humain adulte contient environ 40 L de liquides aqueux dans 
ma in 

Les densités de l'éthano et du méthanol sont touts es deux égales À 0,79 
gecnr* . Supposez que les valeurs de K,,, de la LADH pour l'éthanol et le 

sont respectivement de 1,0 x 10-?M et de 1,0 x 10"?M, et que K, 
= K,, pour l'éthanol. 

6. Le K,, d'une enzyme michaelienne pour un substrat est de 1,0 x 
2 <ccuraion cn sabre de O2M, v, = 43 pM + min 
pour uné certaine concentration en enzyme, Cependant, pour une concen- 
tration en substrat de 0.02M, v, a la même valeur. (a) Montrez, par calculs, 
que ce résultat est exact. (b) Quelle serait la meilleure fourchette de [S] 
pour mesurer X,,? 

A 1 considère-t-on généralement que les inhibiteurs incompé- 
witifs et mixtes sont plus efficaces ér vivo que les inhibiteurs compétitifs ? 

8. Éxpliquez pourquoi une bonne corrélation entre les paramètres 
expérimentaux qui décrivent une réaction et un modèle cinétique ne per- 

met pas de prouver que la réaction suit le modèle. 
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9. Une enzyme qui suit le modèle de l'influence du pH proposé dans 
la Section 14-4 a un pKes, = 4 et un pXys: = 8. Pour quel pH la V',,, de 
cette enzyme sera-t-elle maximum ? Quelle fraction de V,.., la V',,, attein- 
dra-1-elle à ce pH? 

10. Dérivez l'équation de vitesse initiale pour une réaction Bi Bi aléa- 
toire en équilibre rapide. Supposez que les constantes d'équilibre KŸ et KE 
pour les liaisons de À et de B à l'enzyme sont indépendantes du fait que 
l'autre substrat soit où non fixé (une hypothèse qui oblige AŸ, = K£ dans 
l'Eq. [14.49}). 

*11. Soit la variante suivante d'un mécanisme Bi Bi Ping-Pong 


A P B Q 


Supposez que les réactions de liaison des substrats soient en équilibre 


[EJA] [FI8) 
[EA) [F8] 


que [A] et [B] soient toutes les deux >> [E},, qu'aucune des réactions de 
libération des produits ne soit réversible, et que l'approximation de l'état 
stationnaire soit valable. (a) Dérivez une expression de v,, en fonction de 
KA. KB, E, et &s. (b) Indiquez l'allure des tracés en double inverse de 1/v, 
en fonction de 1/1A] pour différentes valeurs de [B]. (c) Indiquez l'allure 
des tracés en double inverse de 1/v, en fonction de 1/1B] pour différentes 
valeurs de [AJ. 


12. La créatine kinase catalyse la réaction 
MgADP- + phosphocréatine = MgATP® + créatine 


Ki - Ke - 


qui assure la régénération de l'ATP dans le muscle, La créatine kinase de 
muscle de lapin présente les caractéristiques cinétiques suivantes, En l'ab- 
sence des deux produits, des tracés de 1/v, en fonction de 1/.MgADP"] 
pour différentes concentrations fixes de phosphocréatine donnent des 
droites qui se coupent à gauche de l'axe 1/v,. De même, des tracés de 1/», 
en fonction de 1/[phosphocréatine] en l'absence de produits et à différentes 
concentrations fixes de MgADP" donnent des droites qui se coupent à 
gauche de l'axe 1/v.. En l'absence de l'un des deux produits de la réaction, 
MgATP?- ou créatine, des tracés de 1/»,, en fonction de 1/AMgADP"] à dif- 
féremes concentrations de l'autre produit donnent des droites qui se cou- 
pent sur l'axe 1/v,. On obtient la même chose avec des tracés de 1/v, en 
fonction de 1/phosphocréatine]. Proposez un mécanisme cinétique com- 
patible avec ces résultats, 
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Nous avons vu que les enzymes augmentent les vitesses de réac- 
tion, qui atteignent ainsi des ordres de grandeur très supérieurs à 
celles obtenues par les meilleurs catalyseurs chimiques. Cepen- 
dant, les enzymes fonctionnent dans des conditions douces et sont 
très spécifiques quant à la nature de leurs substrats et de leurs pro- 
duits. Ces propriétés catalytiques sont si remarquables que de 
nombreux scientifiques du dix-neuvième siècle en concluaient que 
les enzymes ont des caractéristiques que l'on ne retrouve pas dans 
les substances non biologiques. À ce jour, on ne connaît bien le 
mécanisme d'accélérations aussi considérables que pour très peu 
d'enzymes, Cependant, il est maintenant parfaitement clair que les 
mécanismes catalytiques utilisés par les enzymes et par les cataly- 
seurs chimiques sont les mêmes: les enzymes sont simplement 
mieux conçues. 

Nous étudierons dans ce chapitre la nature de la catalyse enzy- 
matique. Nous commencerons par l'examen des principes fonda- 
mentaux de la catalyse chimique tels qu'ils ont été élucidés par 
l'étude des mécanismes de réactions organiques, Nous nous lan- 
cerons ensuite dans l'étude détaillée des mécanismes catalytiques 
de plusieurs enzymes parmi les mieux connues : le Iysozyme et les 
protéases à sérine, Cette étude nous permettra d'apprécier la 
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les méthodes expérimentales utilisées pour élucider leurs pro- 
priétés. Nous terminerons par un exposé sur les stratégies de 
découverte et d'évaluation des médicaments, une démarche qui se 
fonde en grande partie sur l'enzymologie puisque de nombreuses 
cibles de médicaments sont des enzymes. Nous montrerons à cette 
occasion comment furent découverts des inhibiteurs efficaces de la 
protéase du HIV-1. 


1 M MÉCANISMES CATALYTIQUES 


La catalyse est un processus qui augmente la vitesse à laquelle une 
réaction parvient à l'équilibre. Puisque la vitesse d'une réaction 
est fonction de son énergie libre d'activation (AG”) (cf. Section 
14-10), un catalyseur provoque la diminution de cette barrière 
énergétique : autrement dit, à la différence de la réaction non cata- 
lysée, un catalyseur stabilise l'état de transition. Dans la plupart 
des cas, ceci n'est pas l'apanage des mécanismes enzymatiques 
comparés aux mécanismes non enzymatiques. Deux propriétés 
intimement liées rendent les enymes si performantes : leur spécifi- 
cité de liaison au substrat associée à l'arrangement optimal de 
leurs groupements catalytiques. La disposition des groupements de 
liaison et des groupements catalytiques est, bien sûr, le résultat de 
siècles d'évolution : la nature a eu tout son temps pour affiner les 
performances de la plupart des enzymes. 

On classe les différents types de mécanismes catalytiques uti- 
lisés par les enzymes en six catégories : 

1. Catalyse acido-basique. 
. Catalyse covalente. 
. Catalyse par ion métallique. 
. Catalyse électrostatique. 
. Catalyse par effets de proximité et d'orientation 
. Catalyse par liaison préférentielle au complexe de l'état de 

transition. 


Dans cette section, nous étudierons ces différents mécanismes. Ce 
faisant, nous nous référerons souvent aux composés organiques 
modèles qui ont permis d'élucider ces mécanismes catalytiques. 


Sun EE »s 1 


A. Catalyse acido-basique 


La catalyse générale acide est le processus par lequel le transfert 
partiel de proton depuis un acide de Brénsted (un donneur de pro- 
tons ; Section 2-2A) abaisse l'énergie libre de l'état de transition 


d'une réaction, Par exemple, la réaction de tautomérisation non 
rataluela r£tn fnn! en fait trèe lontamant an saîenn As m'unass nes. 


) par catalyse générale basique. 


ique élevé de son état de transition de type carbanion (Fig. 15- 

endant, l'apport d'un proton à l'atome d'oxygène (Fig. 
diminue le caractère carbanion de l'état de transition, ce qui 
catalyse la réaction. Une réaction peut également être stimulée par 
_ catalyse générale basique si sa vitesse est accélérée suite à la cap- 
tu sartielle d'un proton par une base de Bronsted (un accepteur 
de protons ; Fig. 15-Ic). Certaines réactions peuvent être simulta- 
ment catalysées par les deux mécanismes : une réaction par 
générale acido-basique concertée. 


on est catalysée par des acides et des 


mutarotation du glucose est un bon exemple de catalyse 
o-basique. Pour rappel, une molécule de glucose peut prendre 


CH,0H 
H oH 
H 


OH H 
oH HO H 


H OH 


NO 7 enr 
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151 Mécanismes de la tautomérisation céto-énol. (a) Non catalysée, (b) par catalyse générale 


deux formes cycliques anomériques en passant par sa forme 
linéaire (Section 11-1B): 

En milieu aqueux, la vitesse initiale de mutarotation de l'&-D- 
glucose, que l'on peut suivre par polarimétrie (Section 4-2A), obéit 
à la relation suivante : 


y Ta) = knla--glucose] [15.1] 


où k,,,, est la constante de vitesse apparente d'ordre un de la réac- 
tion, La vitesse de mutarotation augmente avec les concentrations 
d'acides et de bases classiques ; on pense qu'ils catalysent la muta- 
rotation selon le mécanisme : 


mLà Es 
KE :. EE. O—H :B7 
—Ÿ EE, SH 
a-D-Glucose B-p-Glucose 


498 Chapitre 15. Catalyse enzymatique 


Ce modèle concorde avec l'observation que, dans un solvant sans 
protons comme le benzène, le 2,3,4,6-0-tétraméthyl-a-D-glucose 
(un analogue moins polaire, soluble dans le benzène) 


CH,OCH, 
A © H 
H N 
OCH, H 
H,CO OH 
H OCH, 


2,3,4,6-0-Tétraméthyl-a«-D-glucose 


ne subit pas de mutarotation. Cependant, la réaction est catalysée 
par addition de phénol, acide faible soluble dans le benzène, ou de 
pyridine, base faible soluble dans le benzène, selon l'équation de 
vitesse : 

v = Mphénol]{[pyridine][tétraméthyl-@-D-glucose] [15.2] 
De plus, en présence d'a-pyridone, dont les groupements acide et 
basique s'interconvertissent rapidement entre deux formes tauto- 
mères et sont disposés de sorte qu'ils peuvent catalyser simultané- 
ment la mutarotation, 


N N 
7 CO 2Q 
H— 4 # 
nu nm" 
1 \g us 


l'équation de vitesse de la réaction est : 
v = F’{a-pyridone][tétraméthyl-c-D-glucose] [15.3] 


où #’ = 7000M * &. Cette augmentation de la constante de vitesse 
signifie, en réalité, que l’&-pyridone catalyse la mutarotation selon 
un processus concerté car une solution d'aœ-pyridone 1M a le 
même pouvoir catalytique que des concentrations très élevées, et 
donc impossibles à atteindre, de phénol et de pyridine (ex. phénol 
70M et pyridine 100). 

De nombreuses réactions biochimiques importantes font l'ob- 
jet de catalyse acide et/ou basique. Parmi elles, citons l'hydrolyse 
de peptides et d'esters, les réactions avec les groupements phos- 
phate, les réactions de tautomérisation, les réactions d'addition 
sur des groupements carbonyle. Les chaînes latérales de Asp, Glu, 
His, Cys, Tr, et Lys dont des valeurs de pK sont égales ou proches 
de celles des pH physiologiques (Tableau 4-1), jouent, comme 
nous le verrons, le rôle de catalyseur général acide et/ou basique 
à la manière des mécanismes connus en chimie organique. La pos- 
sibilité de disposer plusieurs groupements catalytiques à proximité 
de leurs substrats permet aux enzymes d'assurer une catalyse 
générale acido-basique concertée, qui est donc un mécanisme 
enzymatique courant. 


b. La réaction de l’ARNase A fait intervenir une catalyse 

générale acido-basique 

La ribonucléase A de pancréas de bœuf (ARNase A) fournit 
un exemple très démonstratif d'une catalyse générale acido- 
basique enzymatique. Cette enzyme de la digestion assure l’hy- 
drolyse de l'ARN en nucléotides, ses constituants. L'isolement de 
nucléotides 2’,3'-cycliques de l'hydrolysat d'ARN par l'ARNase 
A indique que la séquence réactionnelle sous la dépendance de 
l'enzyme est la suivante : 


a P 


AR. - 
“0 [e) 


Nucléotide 2',3'-cyclique 


La vitesse de réaction de l'ARNase A mesurée en fonction du pH 
(Fig. 15-2) donne un pic à un pH voisin de 6. L'analyse de cette 
courbe (Section 14-4), et des études de dérivatisation chimique et 
par ravons X, ont montré que l'ARNase A présente deux résidus 


FIGURE 15-2 Variation en fonction du pH du rapport V,, /Aj, de 
l'hydrolyse de la cytidine-2°3 phosphate cyclique catalysée par 
l'ARNase À. V},,/Ki, est donné en unités de M7! + s°!, L'analyse de cette 
courbe (Section 14-4) suggère la participation catalytique de groupements 
avec des pX de 5,4 et 6,4, [D'après del Rosario, E.J. and Hammes, G.G.. 
Biochemistry 8, 1887 (1969).] 
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FIGURE 15-3 L'hydrolyse de l'ARN par l'ARNase A pancréatique 
banwles at un mamans em dons Len. nos Île Bnoamssl.s Les LL 
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Nucléotide 2,3-cyclique 
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His essentiels, His 12 et His 119, qui agissent de manière concertée 
comme des catalyseurs acido-basiques (la structure de l'ARNase A 
est schématisée dans la Fig. 9-2). De toute évidence, la réaction de 
l'ARNase A est un processus en deux étapes (Fig. 15-3): 


1. L'His 12, jouant le rôle de catalyseur général basique, capte 
un proton d'un groupement 2’-OH de l'ARN, facilitant ainsi son 
attaque nucléophile de l'atome de phosphore voisin, tandis que 
l'His 119, jouant le rôle de catalyseur général acide, facilite La rup- 
ture de la liaison en protonant le groupement partant. 

2. Le nucléotide 2”,3'-cyclique intermédiaire est hydrolysé en 
vertu d'un mécanisme sensiblement inverse du précédent, où l'eau 
prend la place du groupement partant. Ainsi, l'His 12 joue le rôle 
d'un catalyseur général acide et l'His 119 celui d'un catalyseur 
général basique, pour donner l'ARN hydrolysé et régénérer l'en- 
zyme sous sa forme initiale. 


B. Catalyse covalente 


Dans la catalyse covalente, l'accélération de la vitesse implique la 

formation transitoire d'une liaison covalente entre l'enzyme et le 
substrat. La décarboxylation de l'acétoacétate catalysée par des 
amines primaires est un exemple de ce type de catalyse (Fig. 15- 
4). Dans la première partie de la réaction, le groupement carbonyle 
de l'acétoacétate subit une attaque nucléophile par l'amine, d'où 
la formation d'une base de Schiff (liaison imine). 


H 
| eos N—C ou NC + oH- 
— — —— q— — = + 
CNE ie \ 
L n Base de 
B H—A Schiff 


L'atome d'azote protoné de l'intermédiaire covalent va jouer 
le rôle de puits d'électrons (Fig. 154 en bas), ce qui va diminuer 
le potentiel énergétique, normalement élevé, de l'énolate de l'état 
de transition. La formation et la décomposition de la base de Schiff 
se font très rapidement et ne constituent donc pas la réaction limi- 
tante de cette séquence réactionnelle. 


a. La catalyse covalente comporte à la fois des phases 
nucléophiles et électrophiles 

Comme l'exemple précédent l'a montré, on peut distinguer 
trois phases dans la catalyse covalente : 

1. La réaction nucléophile entre le catalyseur et le substrat 
pour former une liaison covalente. 

2. Le retrait des électrons du centre réactionnel par le cataly- 
seur, maintenant électrophile. 

3. L'élimination du catalyseur, une réaction qui est essentiel- 

lement la réaction inverse de la première phase. 
Les mécanismes réactionnels sont classés de manière quelque peu 
arbitraire selon qu'ils sont l’objet d'une catalyse nucléophile ou 
d'une catalyse électrophile, cette distinction dépendant de la 
nature du mécanisme qui accélère la réaction limitante. Il est clair, 
par exemple, que la décarboxylation de l’acétoacétate catalysée 
par les amines primaires est une réaction à catalyse électrophile 
puisque la phase nucléophile, la formation de la base de Schiff, 
n'est pas la réaction limitante, Cependant, pour d’autres réactions 
catalysées par covalence, c'est la phase nucléophile qui peut être 
limitante. 

Le caractère nucléophile d’une substance est en étroite relation 
avec son Caractère basique, En fait, le mécanisme de catalyse 
nucléophile ressemble à celui d'une catalyse générale basique si ce 
n'est qu'au lieu de capter un proton du substrat, le catalyseur, par 
attaque nucléophile, permet la formation d'une liaison covalente. 
Par conséquent, si la formation de la liaison covalente est la réac- 
tion limitante, la vitesse de la réaction tend à augmenter avec le 
caractère basique du catalyseur par covalence (pK). 

Un point important de la catalyse covalente, c'est que plus la 
liaison covalente formée sera stable, plus elle sera difficile à 
rompre lors des dernières étapes de la réaction. Un bon catalyseur 
par covalence doit donc présenter des propriétés apparemment 
contradictoires, à savoir un Caractère nucléophile marqué, et la 
possibilité de catalyser la réaction inverse de la formation de la 
liaison, afin que le groupement partant soit libéré facilement. Les 
groupements fortement polaires (qui présentent des électrons très 
mobiles), comme les fonctions imidazole et thiol, ont ces caracté- 
ristiques et sont donc de bons catalyseurs par covalence. 
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\ À FIGURE 15-4 Décarboxylation de l'acétoacé- 
tate, (en haut) Selon un mécanisme non 
Base de Schiff Catalysé : (en bas) selon un mécanisme catalysé 


near las aminee mrimaireé 


b. Certaines chaînes latérales d’acide aminé et certains 
coenzymes peuvent servir de catalyseurs par covalence 
Les enzymes utilisent fréquemment les mécanismes de catalyse 

par covalence, comme le prouve le grand nombre d'intermédiaires 
de réaction enzyme-substrat liés par covalence qu'on a pu isoler. 
Par exemple, la décarboxylation enzymatique de l'acétoacétate se 
fait, comme nous l'avons vu précédemment, via la formation d'une 
base de Schiff avec le groupement €-aminé d'un résidu Lys de 
l'enzyme. Dans ce cas, l'intermédiaire covalent a été isolé après 
réduction de sa liaison imine en liaison amine par du NaBH,, ce 
qui provoque l'inhibition irréversible de l’enzyme. Parmi les autres 
groupements fonctionnels qui participent à la catalyse par cova- 
lence, citons le noyau imidazole de His, le groupement thiol de 
Cys, la fonction B-carboxylique de Asp, et le groupement 
hydroxyle de Ser. Par ailleurs, plusieurs coenzymes, plus particu- 
lièrement le pyrophosphate de thiamine (Section 17-3B) et le 
phosphate de pyridoxal (Section 26-1A), fonctionnent principa- 
lement, en association avec leurs apoenzymes, comme catalyseurs 
par covalence. 


C. Catalyse par ion métallique 


Environ un tiers des enzymes connues nécessitent la présence 
d'ions métalliques pour leur activité catalytique. On distingue 
deux catégories d'enzymes nécessitant des ions métalliques, selon 
la force des interactions ion-protéine : 


L. Les métalloenzymes où les ions métalliques sont fortement 
liés, le plus souvent des ions de métaux de transition tels que Fe?*, 
Fe, Cu?*, Zn?*, Mn?*, ou Co*. 

2. Des enzymes activés par des métaux qui se lient faiblement 
à des ions métalliques en solution, généralement des ions de 
métaux alcalins ou alcalino-terreux tels que Na*, K*, Mg*, ou 
Ca**. 

Les ions métalliques participent au processus catalytique selon 
trois modalités principales : 

L. En se liant aux substrats de sorte à les orienter correctement 
pour la réaction. 

2. En participant à des réactions d'oxydo-réduction par des 
changements réversibles de l’état d’oxydation de l'ion métallique. 

3. En stabilisant électrostatiquement ou en masquant des 
charges négatives. 


Dans cette section nous nous intéresserons essentiellement au 
troisième aspect de la catalyse par ions métalliques. Les deux 
autres aspects seront étudiés dans d'autres chapitres en même 
temps que des mécanismes d'enzymes spécifiques. 


a. Des ions métalliques participent à la catalyse en 

assurant la stabilisation de charge 

Pour beaucoup de réactions catalysées par des ions métal- 
liques, l'ion métallique joue sensiblement le même rôle qu'un pro- 
ton en neutralisant une charge négative, c'est-à-dire qu'il se com- 
porte comme un acide de Lewis. Cependant, les ions métalliques 
sont souvent des catalyseurs beaucoup plus efficaces que les pro- 
tons car ils peuvent se trouver en concentration élevée à pH neutre 
et ont souvent des charges > +1. Pour cette raison, les ions métal- 
liques sont surnommés « superacides ». 
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La décarboxylation du diméthyloxaloacétate, catalysée par 
des ions métalliques tels que Cu?* et Ni, est un exemple de cata- 
lyse non enzymatique par un ion métallique : 


M'*+ 
O0 ©0CH 0 

SA) 

# y 

0 CH, 07 

Diméthyloxaloacétate 
M°* 

-0 OT CH, 
\ AJ/ 
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[e) CH; 

-O OO CH, 
\ HN / 
C—C—CH + M'*t 
72 \ 
CH, 


Dans cet exemple, l'ion métallique (M"*) chélaté par le diméthy- 
loxaloacétate stabilise électrostatiquement l'ion énolate de l'état 
de transition en formation. Le fait que l'acétoacétate, qui ne peut 
former de chélate, ne puisse être décarboxylé par catalyse en pré- 
sence d'ion métallique, conforte le mécanisme proposé ci-dessus. 
La plupart des enzymes qui catalysent la décarboxylation de l'oxa- 
loacétate ont besoin d'un ion métallique pour être actives. 


b. Des ions métalliques permettent la catalyse nucléophile 
en assurant l’ionisation de l’eau 
Une charge d'ion métallique rend plus acides que l'eau libre 
les molécules d'eau qui lui sont liées. formant ainsi des ions OH” 
même à des pH en-dessous de la neutralité. Par exemple, la molé- 
cule d'eau de (NH,)Co*(H,0) s'ionise selon la réaction : 


(NH,).Co*(H,0) — (NH,)«Co**(OH”) + H* 


avec un pX de 6,6, soit environ 9 unités de pH en-dessous du pK 
de l'eau libre. Le groupement hydroxyle lié à l'ion métallique 
résultant est un nucléophile puissant. 

Le mécanisme catalytique de l'anhydrase carbonique (Sec- 
tion 10-1C) nous en donne un très bon exemple ; cette enzyme, très 
largement répandue, catalyse la réaction : 


CO, + H,0 — HCO; + H° 


L'anhydrase carbonique contient un ion Zn°* indispensable loca- 
lisé dans le site actif au fond d’une crevasse de 15 À environ de 
profondeur (Fig. 8-41), où il forme un complexe de coordinence 
quatre avec trois chaînes latérales de His conservées au cours de 
l'évolution et un atome O d’un ion HCO;, (Fig. 15-5a) ou d'une 
molécule d'eau (Fig. 15-5b). Le mécanisme catalytique de l’en- 
zvme est le suivant : 
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(a) 


{b) 


FIGURE 155 Structure par rayons X de l’anhydrause carbonique 
humaine. (a) Site actif de l'enzyme en complexe avec un ion bicarbo- 
nate, Le polypeptide est représenté en ruban (or) avec ses chaînes laté- 
rales en bâtonnets colorés selon le type d'atome (C en vert, N en bleu et 
O en rouge). L'ion Zn°* lié à la protéine (sphère bleu-vert) est retenu 
{liaisons en gris) en coordinence quatre par les chaines latérales de trois 
His conservées et par l'ion bicarbonate, représenté en moxièle « boules et 
bâtonnets ». L'ion bicarbonate interagit également avec la protéine par 
contacts de van der Waals (surface en pointillés de couleurs correspon- 
dant au type d'atome) et par un réseau de liaisons hydrogène impliquant 
Thr 199 et Glu 106, [D'après une structure par rayons X due à 

K. K. Kannan, Bhabha Atomic Research Center, Bombay, Inde, PDBid 
1IHCB. ] Ch) Le site actif montrant la navette à protons en vertu de 
laquelle His 64, en tant que base classique, enlève un proton à H,0 liée 
au Zn°* pour former un ion OH . Le squelette polypeptidique est repré- 
senté en ruban (hfeu-verr) et ses chaines latérales ainsi que plusieurs 


molécules de solvant liées sont en « boules et bitonnets » avec C en noir, 


N en bleu et O en rouge. La navette à protons est constituée de deux 
molécules d'eau formant un réseau de liaisons hydrogène (lignes poin- 


tillées blanches) qui relie l'ion OH” lié au Zn°* et His 64 dans sa confor- 


mation «in», Lors de sa déprotonation, His 6% bascule dans sa confor- 
mation « out ». [Avec la permission de David Christianson, University of 


1. Dans la situation de départ, une molécule d'eau est liée à la 
protéine en quatrième position de liaison du Zn* (Fig. 15-5b). 
Cette molécule d'eau polarisée par Zn°* s'ionise selon un proces- 
sus facilité par catalyse générale basique, grâce à His 64 dans sa 
conformation « in », Bien que His 64 soit trop éloigné de l'eau liée 
à Zn°* pour pouvoir capter directement son proton, ces entités sont 
reliées par l'intermédiaire de deux autres molécules d'eau pour 
former un réseau de liaisons hydrogène qui joue sans doute le rôle 
de navette à proton, 


| | | 
an Sy/à —0 4” NAS — 
| 
_— Im— 2 — Im 
Im 


His 64 


_ 


H 
PA | 
0) de :O—H :0—H ‘07 
| 
Im— Zn°*—]1m 
Im 


His 64 
Im = imidazole 


2. L'attaque nucléophile du CO, voisin lié à l'enzyme par l'ion 
OH lié à Zn°* résultant, aboutit à la formation de HCO:. 


ro I 
Im H Go 
| 
Im 
" # 
se -- 9 —C 
Im H © 
m0 
CN cn à + H* + H—0—C 
Im H 0° 


Im = imidazole 


Ce faisant, le groupement OH lié à Zn°* donne une liaison 
hydrogène à Thr 199, qui à son tour en donne une à Glu 106 (Fig. 
15-$a). Ces interactions orientent le groupement OH de sorte à lui 
conférer la géométrie optimale (voir ci-dessous) pour l'attaque 
nucléophile du substrat, le CO.. 

3. Le site catalytique est régénéré suite à l'échange, pour de 


l'anu du enduit da le méantinn La ES WY- 6 à 7 Li... 


accompagné de la déprotonation de His 64. Ici, His 64 prend sa 


cnfemation « out» (Hg. 15-5b), ce qui peut faciliter Ic transfert 
de proton au solvant. 


c. Des ions métalliques participent aux réactions par 
masquage de charges 
Les ions métalliques jouent un autre rôle enzymatique impor- 
tant : le masquage de charges. Par exemple, les véritables sub- 
strats des kinases (enzymes qui catalysent le transfert de groupe- 
ments phosphoryles à partir de l'ATP) sont les complexes Mg** - 
ATP tels que 


o” we 
Adénine— Ribose— OP —0—P—0—P—0" 
0 


et non l'ATP seul. Dans ce cas, en plus de sa fonction d'orienta- 
tion, l'ion Mg** masque électrostatiquement les charges négatives 
des groupements phosphate, S'il n'en était pas ainsi, ces charges 
auraient tendance à repousser les paires d'électrons des groupe- 
ments nucléophiles, en particulier ceux à caractère anionique. 


D. Catalyse électrostatique 


La liaison du substrat s'accompagne généralement du départ de 
l'eau du site actif de l'enzyme. La constante diélectrique locale du 
centre actif devient alors semblable à celle d'un solvant organique, 
où les interactions électrostatiques sont beaucoup plus fortes qu'en 
solutions aqueuses (Section 8-4A). La distribution des charges 
dans un milieu de faible constante diélectrique peut fortement 
influencer la réactivité chimique. Par exemple, comme nous 
l'avons déjà vu, les pK des chaînes latérales d'acide aminé dans les 
protéines peuvent varier de plusieurs unités par rapport à leurs 
valeurs nominales (Tableau 4-1) en raison de la proximité de grou- 
pements chargés. 

Bien que preuves expérimentales et analyses théoriques sur ce 
sujet soient plutôt rares, i! y a de plus en plus d'indices qui mon- 
trent que les distributions de charges autour des centres actifs des 
enzymes sont réparties afin de stabiliser les états de transition des 
réactions catalysées. Cette possibilité d'augmenter la vitesse d'une 
réaction, qui n'est pas sans rappeler la catalyse par ion métallique 
que nous venons d'étudier, est appelée catalyse électrostatique. 
De plus, pour beaucoup d'enzymes, ces distributions de charges 
servent apparemment à guider les substrats polaires vers leurs 
sites de liaison, ce qui fait que les vitesses de ces réactions enzy- 
matiques sont supérieures à leurs limites de diffusion contrôlée 
apparentes (Section 14-2B), 


E. Catalyse par effets de proximité et d'orientation 


Bien que les enzymes utilisent des mécanismes catalytiques iden- 
tiques à ceux des réactions organiques, elles ont une efficacité 
catalytique de très loin supérieure. Une telle efficacité doit résul- 
ter des conditions physiques spécifiques des sites catalytiques des 
enzymes qui permettent aux réactions de se réaliser. Les effets les 
plus évidents sont la proximité et l'orientation: pour qu'une 
réaction puisse avoir lieu. Les substrats doivent se rencontrer selon 
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une disposition spatiale adéquate. Par exemple, dans la réaction 


bimoléculaire enr l'imidazole et le p-nitrophénylacétate, 


0 
] / 
g—=C— 01 — 


7, 


CH 


p-Nitrophénylacétate 
(p-NO;bAc) 


Ê 


Imidazole 


| M ON 
Che FT NU; 
\ / 
N 
( + 
\ ÿ p-Nitrophénolate 
NH (p-NOybO”) 
N-Acétylimidazolium 


on peut suivre le déroulement de la réaction en suivant l'apparition 

de la couleur jaune intense de l'ion p-nitrophénolate : 
dip-NO;,60° 
LENCO = k,limidazole][p-NO;dAc] [15.4] 


= ki{p-NO;bAc] 


Dans cette équation, #/, la constante de vitesse de pseudo-ordre un 
est égale à 0,0018 s°! si [imidazole] = 1M (@ = phényl). Cepen- 
dant, pour la réaction intramoléculaire 


Il 


I 
C—0—4NO, C 
"km \ , 
“= - Ne + “0 — 4NO, 
N _NH NN LNH 


la constante de vitesse d'ordre un &, = 0,043 s°!, soit &, = 24 k, 
Ainsi, quand le catalyseur imidazole 1M est lié par covalence au 
substrat, il est 24 fois plus efficace que lorsqu'il se trouve libre en 
solution, ce qui signifie que le groupement imidazole dans la réac- 
tion intramoléculaire se comporte comme si sa concentration était 
de 24M. Cette accélération s'explique par des effets de proximité 
et d'orientation. 


a. Le facteur proximité seul ne contribue que faiblement à 

la catalyse 

Faisons un calcul approximatif pour savoir de combien la 
vitesse de réaction est modifiée en ne tenant compte que de la 
proximité de ses groupements réactionnels. En nous servant du 
traitement de Daniel Koshland, faisons plusieurs hypothèses plau- 
sibles : 

1. Les espèces réactionnelles, c'est-à-dire les groupements 
fonctionnels ont à pneu près la taille de molécules d'eau. 


2 [e) 
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2. Chaque espèce réactionnelle en solution est entourée de 
12 molécules proches, comme le sont des sphères de taille iden- 
tique. 

3. Les réactions chimiques n'ont lieu qu'entre molécules de 
substrat en contact. 

4. La concentration de substrat en solution est suffisamment 
basse pour que l'on puisse négliger la probabilité de contact simul- 
tané avec plus d'une molécule de toute espèce réactionnelle. 


Dans ces conditions, la réaction : 


A + B— A—B 
obéit à l'équation d'ordre deux 


—B] 
= k,[AJ[B] = KIA Blues 


[15.5] 


où {AB}, ést la concentration de molécules de A et de B en 
contact. Cette concentration est égale à : 
[AB] dat [15.6] 
SE | 


puisqu'il y a 12 possibilités pour que A soit en contact avec B, et 
que {A]/55,5M est la fraction des sites occupée par À en solution 
aqueuse ([H,0] = 55,5M en solution aqueuse diluée) ; on a ainsi la 
probabilité pour qu'une molécule de A soit en contact avec une 
molécule de B. En combinant les Ég. [15.5] et [15.6] nous obte- 
nons 

[15.7] 


55,5 
v=k( D ) TAB pires 


= 46kIA Blu, 


FIGURE 15-6 Géométrie d'une réaction S,2. L'agent nucléophile, Y”, 
doit attaquer l'atome de C, qui est en coordination tétraédrique et donc 
en hybridation sp”, dans la direction opposée à celle de la liaison de C 
avec le groupement partant, X, une manœuvre appelée attaque par der- 
rière. Dans l'état de transition de la réaction, l'atome de C adopte une 
coordination trigonale bipyramidale et donc une hybridation sp-p, l'or- 
bitale p (en bleu) formant des liaisons partielles avec X et Y. Les trois 
orbitales en? étahliccent dec lisienne avec Les trois autres eubetimante (R. 


Ainsi, en l'absence d’autres influences, ce modèle prévoit que pour 
la réaction intramoléculaire, 
ke 


A B B 


|__| 


k, = 4,6k,, soit une accélération plutôt faible. D'autres facteurs que 
le seul facteur de proximité doivent être pris en compte afin que 
cette valeur soit augmentée, 


À 


b. Le blocage des mouvements relatifs des substrats et leur 
orientation correcte peuvent aboutir à des accélérations 
de vitesse catalytique importantes 
La théorie précédente est, bien sûr, plutôt simple. Par exemple, 

elle ne tient pas compte des orientations relatives des molécules 

réactionnelles. Or, les molécules n’ont pas toutes la même réacti- 
vité dans toutes les directions comme le prévoit la théorie simple 
de Koshland. Plus exactement, elles ne réagissent très facilement 
que si elles ont une orientation relative adéquate. Ainsi, dans une 
réaction S,,2 (substitution nucléophile bimoléculaire), le groupe- 
ment nucléophile participant attaque sa cible de façon optimale 
dans la direction opposée à celle de la liaison du groupement par- 
tant (Fig. 15-6). Les approches des atomes réactionnels le long 
d'une trajectoire qui ne diffère que de 10° de la trajectoire idéale, 
se traduisent par une diminution de vitesse de réaction qui peut 
être de 100 fois. Dans une situation analogue, une molécule peut 
n'atteindre une réactivité maximum que lorsqu'elle prend une 

conformation où ses différentes orbitales seront alignées de sorte à 

minimiser l'énergie électronique de son état de transition, un effet 

appelé assistance stéréo-électronique. 


Lu 


| . 


que ’ 
.-« ) DE T 
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x 


Hybridation sp?-p du carbone 


Y 


R' et R”) de l'atome de C, qui se sont déplacés vers le plan perpendicu- 
laire à l'axe X—C—Y (flèches courbes). Tout écart par rapport à cette 
géomérie optimale augmenterait l'énergie libre de l’état de transition, 
AG, et diminuerait ainsi la vitesse de réaction (Eq. [14.15]). L'état de 
transition se décompose alors en produits dans lesquels les positions de 
R, R’ et R” sont inversées sur l'atome de C, qui adopte à nouveau l'hy- 
bridation sp”, avec libération de X. 


Un autre effet que nous avons négligé en traitant de la proxi- 
mité est le mouvement relatif des groupements réactionnels les uns 
par rapport aux autres. Toutefois, lorsqu'ils se trouvent dans le 
complexe de l'état de transition, les groupements réactionnels sont 
relativement peu mobiles, En fait, comme Thomas Bruice l'a mon- 
tré, les vitesses des réactions intramoléculaires sont fortement 
accélérées si les mouvements internes d’une molécule sont bloqués 
de manière à augmenter la fraction molaire des groupements réac- 
tionnels dont la conformation permet d'atteindre l'état de transi- 
tion (Tableau 15-1). Ainsi, comme l’a remarqué William Jencks, 
quand une enzyme réunit deux molécules de substrat lors d'une 
réaction bimoléculaire, non seulement elle augmente leur proxi- 
mité, mis elle gèle leurs mouvements de translation et de rotation 
respecufs (elle diminue leur entropie), augmentant ainsi leur réac- 
tivité. D'après les études théoriques de Bruice, cette augmentation 
de la vitesse de réaction doit beaucoup à la liaison enzymatique 
des substrats dans une conformation telle qu'ils atteignent facile- 
ment l'état de transition. 

Comme nous le verrons dans les Sections 16-2 et 16-3, les 
enzymes lient leurs substrats de sorte qu'ils sont l'un et l'autre 
immobilisés et alignés afin d'optimiser leurs réactivités. L'énergie 
libre nécessaire provient de l'énergie de liaison spécifique du sub- 
strat à l'enzyme. 


F. Catalyse par liaison préférentielle à l’état de 
transition 


Les augmentations de vitesse assurées par les enzymes sont sou- 
vent plus importantes que ne peuvent en rendre compte les méca- 
nismes Catalytiques étudiés jusqu'ici. Cependant, nous n'avons pas 
encore envisagé l'un des plus importants mécanismes de catalyse 
enzymatique : a liaison de l'état de transition à l'enzyme avec une 
affinité supérieure à celle des substrats et produits correspondants. 
Comparée aux autres mécanismes catalytiques déjà décrits, la liai- 
son préférentielle à l'état de transition explique de façon ration- 
nelle les vitesses de réactions enzymatiques observées. 

Selon le concept original de la liaison préférentielle à l'état de 
transition, les enzymes obligent mécaniquement leurs substrats à 
prendre des formes géométriques correspondant à l’état de transi- 
tion en se fixant sur des sites de liaison qui ne s'adaptent pas cor- 
rectement aux substrats non déformés. Ce mécanisme du cheva- 
let (ainsi appelé par analogie avec l'instrument de torture 
moyenâgeux qui porte ce nom) repose sur un grand nombre d'ob- 
servations selon lesquelles de nombreuses réactions organiques 
sont déclenchées à la suite de contraintes. Par exemple, la vitesse 
de la réaction : 


R R H H 
CH,0H N! 
\ 
Does € 
R° \.__ Contrainte R 0 
stérique 


est 315 fois plus élevée lorsque R est un CH, au lieu de H, en rai- 
son de la plus grande répulsion d'ordre stérique entre les groupe- 
ments CH. et les groupements réactionnels. De même, des réac- 
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TABLEAU 15-1 Vitesses relatives de la formation d'anhydrides 
à partir d'esters ayant différents degrés de liberté de mouvement 
dans la réaction: 


007 —C 
BC RU 
[e) 
Substrats® Constante de vitesse relative 
CH,CO0éBr 
+ 1,0 
CH,CO0 
COOBr 
< —1 x 10% 
Co00” 
COOéBr 
h asie 
CO0” 
CO0éBr 
—8 X 107 
CO00” 


“Les flèches courbées indiquent les degrés de liberté de rotation. 
Source: Bruice, T.C, et Liglustone, F.C., Acc. Chem. Res. 32, 127 (1999). 


tions qui aboutissent à l'ouverture de cycles sont beaucoup plus 
faciles pour des cycles contraints tels que le cyclopropane que pour 
des cycles non contraints tels que celui du cyclohexane. Dans les 
deux cas, les réactifs contraints ont une configuration plus proche 
de celle de l'état de transition que celle des substrats non 
contraints. Ainsi, comme suggéré pour la première fois par Linus 
Pauling, puis repris par Richard Wolfenden et Gustav Lienhard, les 
interactions qui se lient préférentiellement à l'état de transition 
augmentent sa concentration et donc accélèrent proportionnelle- 
ment la vitesse de la réaction. 

Traduisons quantitativement cet énoncé en tenant compte des 
conséquences cinétiques de la liaison préférentielle à l'état de tran- 
sition d’une réaction enzymatique à un seul substrat. Le substrat S 
peut réagir pour être transformé en produit P soit spontanément, 
soit par catalyse enzymatique : 


où 4 et &,, sont respectivement les constantes de vitesse d'ordre 
un des réactions catalysée et non catalysée, Les relations entre les 
différents états de ces deux voies réactionnelles sont schématisées 
comme suit : 


E+SemSt+E—+P+E 


lm le 


ES == Est — Ep 
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où 
PR LE k, = LES 
*" TEXS) "TJS 
+ + 
ke - [EIIS' _ [ES"1 


et et 
(E][S] (ES) 
sont toutes des constantes d'association. Par conséquent, 


Kr _ [SIES"] _ KE 

M mes pe 15.8 

Ka 7 [SIES) St 
D'après la théorie de l'état de transition (Ég. [14.7] et [14.14)), on 
peut exprimer la vitesse de la réaction non catalysée par : 


va AS] = (RE rs) = (SAT )ktis 11591 


De même, la vitesse de la réaction enzymatique est égale à : 


ve = k[ES] = (Set kes-) = (Serres) [15.10] 


Puis, en combinant les Ég. [15.8] et [15.10] 


Li (ee KE si {15.11] 
kx  KS Ke 

Cette équation montre que plus une enzyme se lie fortement à l'état 
de transition de sa réaction (Ky) par rapport à son substrat (Ka), 
plus la vitesse de la réaction catalysée (kÿ) sera grande comparée 
à la réaction non catalysée (k,) : autrement dit, la catalyse est due 
à la liaison préférentielle de l'enzyme à l'état de transition (S V) 
et donc à sa stabilisation, plutôt qu'au substrat (S) (Fig. 15-7). 

D'après l'Ég. [14.15], le rapport des vitesses de la réaction 

catalysée sur celle de la réaction non catalysée est : 
“ = exp{(AGS — AGE)/RT] [15.12] 
N 
Une augmentation de la vitesse d'un facteur 10° nécessite qu'une 
enzyme se lie à son complexe de l’état de transition avec une affi- 
nité 10° fois supérieure qu'à son substrat, ce qui correspond à une 
stabilisation de 34,2 kJ + mol”! à 25° C, soit l'équivalent de l'éner- 
gie libre de deux liaisons hydrogène environ. Par conséquent, la 
liaison enzymatique à l'état de transition (ES*) de deux liaisons 
hydrogène qui ne peuvent se former dans le complexe de Michae- 
lis (ES), doit provoquer une augmentation de la vitesse de l'ordre 
de 10 par ce seul effet. 

On constate fréquemment que la spécificité d'une enzyme se 
manifeste davantage par sa constante catalytique (k,,) que par sa 
propre affinité de liaison au substrat. En d'autres termes, une 
enzyme peut se lier aussi bien, voire mieux, à des substrats 
«médiocres », qui ont des réactions à vitesse lente, qu'à de 
«bons » substrats, qui ont des vitesses de réaction élevées. Ces 
enzymes utilisent vraisemblablement l'énergie de liaison intrin- 
sèque d'un bon substrat pour stabiliser l'état de transition corres- 
pondant ; autrement dit, un bon substrat ne se lie pas forcément à 
son enzyme avec une forte affinité, mais il le fait suite à l'activa- 
tion vers son état de transition. 


Trajet réactionnel 


FIGURE 15-7 Représentation des trajets réactionnels d’une réaction 
enzymatique hypothétique à un substrat (bleu), et la même réaction 
non catalysée (rouge). 


a. Les analogues de l’état de transition sont des 

inhibiteurs compétitifs 

Si une enzyme se lie préférentiellement à son état de transition, 
on peut prévoir que des analogues de l’état de transition, molé- 
cules stables qui ressemblent à S* ou à l'un de ses constituants, se 
comportent comme des inhibiteurs compétitifs de l'enzyme. Par 
exemple, on pense que la réaction catalysée par la proline racé- 
mase de Clostridium sticklandii passe par un état de transition 
plan : 


1 + ” | ‘CO07 
K 4 
L-Proline b-Proline 
{ C— CO00” 
É 
H 
Etat de transition plan 


La proline racémase est inhibée compétitivement par des ana- 
logues plans de la proline, le pyrrole-2-carboxylate et le A-1-pyr- 
roline-2-carboxylate, 


Ld-coe G-co 
H H 


Pyrrole-2-carboxylate  A-1-Pyrroline-2-carboxylate 


qui se lient tous les deux à l’enzyme avec une affinité 160 fois 


supérieure à celle de la proline. On pense donc que ces composés 
sont des analogues de l’état de transition de la réaction catalvsée 
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FIGURE 15-8 Structure du polysaccharide avec alternances NAG-NAM, constituant de la paroi de la 


cellule bactérienne, Le site de clivage par le lysozyme est indiqué. 


par la proline racémase. Par contre, le tétrahydrofurane-2-car- 


boxylate, 
D' 


[e) H 


Tétrahydrofurane-2-carboxylate 


dont la structure est plus proche de la structure tétraédrique de la 
proline, n'est pas un aussi bon inhibiteur que ces deux composés. 
D'après l’Eq. [15.12], une affinité de liaison multipliée par 160 
correspond à une augmentation de l'énergie libre de liaison de 12,6 
kJ + mol"!. Cette valeur correspond vraisemblablement à l'affinité 
de liaison supplémentaire de la proline racémase pour son état de 
transition plan par rapport à la molécule non déformée. 

Des centaines d'analogues de l’état de transition de différentes 
réactions enzymatiques ont été publiés. Quelques-uns sont des 
antibiotiques naturels. D'autres ont été conçus pour élucider les 
mécanismes d'enzymes spécifiques et/ou servir d'inhibiteurs enzy- 
matiques spécifiques à des fins thérapeutiques ou agronomiques. 
Ainsi, comme nous le discuterons dans la Section 15-4C, Je fait 
que les enzymes se lient avec beaucoup plus d'affinité aux états de 
transition qu'aux substrats, permet une approche rationnelle de la 
conception de médicaments fondée sur la compréhension des 
mécanismes de réactions enzymatiques spécifiques. 


2 BLE LYSOZYME 


Les deux sections suivantes seront consacrées à l'étude des méca- 
nismes catalytiques de quelques enzymes bien caractérisées. Ce 
faisant, nous verrons comment les enzymes respectent les méca- 
nismes catalytiques décrits dans la Section 15-1, On notera que ces 
enzymes sont très efficaces parce qu'elles utilisent simultanément 
plusieurs de ces mécanismes catalytiques. 

Le lysozyme est une enzyme qui désorganise les parois des cel- 
lules bactériennes. Comme nous l'avons vu dans la Section 11-3B, 
il hydrolyse les liaisons glycosidiques B{ 1-4 ) entre l'acide N- 
acétylmuramique (NAM) et la N-acétylglucosamine (NAG) du 
polysaccharide où alterment le NAM et la NAG, constituant les 
peptidoglycanes de la paroi cellulaire bactérienne (Fig. 15-8). Le 
lysozyme hydrolyse également les liaisons B( 1-»4 ) de la poly 
(NAG) (la chitine), un constituant de la paroi cellulaire de la plu- 
part des champignons. Le lysozyme est fréquent dans les cellules 
et lee cécrétione des vertébrés où il neut avoir comme agent hacté. 


ricide. Toutefois, on a remarqué que peu de bactéries pathogènes 
sont sensibles au lysozyme seul, d’où la suggestion que cette 
enzyme s'attaque principalement aux bactéries une fois tuées par 
d’autres agents. 

Le lysozyme du blanc d'œuf de poule (HEW : abréviation de 
Hen Egg White) est le lysozyme le plus étudié et l'une des 
enzymes dont on connaît le mieux le mécanisme réactionnel. C'est 
une protéine plutôt petite (14,7 KD) dont la seule chaîne polypep- 
tidique de 129 résidus d'acide aminé présente quatre ponts disul- 
fure (Fig. 15-9). Le lysozyme de HEW catalyse l'hydrolyse de son 
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FIGURE 15-9 Structure primaire du lysozyme de HEW, Les résidus 
d'acide aminé qui bordent la poche de liaison du substrat sont représen- 
tés en violet foncé. 
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substrat à une vitesse 10” fois supérieure environ à celle de la réac- 
tion non catalysée. 


A. Structure de l’enzyme 


L'élucidation du mécanisme d'action d'une enzyme nécessite de 
connaître la structure de son complexe enzyme-substrat. En effet, 
même si les résidus du site actif ont été identifiés par des tech- 
niques chimiques et physiques, on doit connaître leur disposition 
tridimensionnelle par rapport au substrat et entre eux, pour com- 
prendre comment fonctionne l'enzyme. Cependant, une enzyme ne 
se lie à ses bons substrats que de façon transitoire avant de cataly- 
ser la réaction et de libérer les produits. Par conséquent, l'essentiel 
de ce que nous savons sur les complexes enzyme-substrat résulte 
d'études par rayons X des enzymes complexées à des inhibiteurs 
ou des pseudo-substrats qui restent liés de façon stable durant plu- 
sieurs heures, temps nécessaire pour mesurer les intensités de dif- 
fraction des rayons X par un cristal de protéine (bien que des tech- 
niques récentes permettent de faire ces mesures en moins d’une 
seconde). Les grandes cavités remplies de solvant qui occupent 
une bonne partie du volume des cristaux de protéines (Sec- 
tion 8-3A) permettent souvent la formation de complexes enzyme- 
inhibiteur par diffusion des molécules d'inhibiteur dans les cris- 
taux de la protéine native. 

La structure par rayons X du lysozyme de HEW, élucidée en 
1965 par David Phillips, a été la deuxième structure de protéine et 
la première structure d'une enzyme déterminée à haute résolution. 
La molécule de lysozyme a une forme grossièrement ellipsoïdale 
de dimensions 30 x 30 x 45 À (Fig. 15-10). Ce qu'il y a de plus 
remarquable dans sa structure, c'est une vaste poche, le site de 
liaison du substrat, qui traverse un côté de la molécule. La chaîne 
polypeptidique forme cinq segments en hélice ainsi que trois seg- 
ments en feuillets  antiparallèles qui constituent la majeure par- 
tie de la fente de liaison (Fig. 15-10h). Comme prévu, la plupart 
des chaînes latérales non polaires sont à l’intérieur de la molécule, 
hors de contact du solvant aqueux. 


a. Structure du site de liaison 

Des oligosaccharides de NAG de moins de cinq résidus ne sont 
que très lentement hydrolysés par le lysozyme de HEW (Tableau 
15-2), bien que ces analogues de substrat se lient au site actif de 
l’enzyme et soient par conséquent des inhibiteurs compétitifs du 
lysozyme. La structure par rayons X du complexe (NAG);-lyso- 


TABLEAU 15-2 Vitesse d'hydrolyse, catalysée par le lysosyme 
de HEW, de quelques oligosaccharides analogues du substrat 


Composé ka (s"!) 
(NAG}; 2,5 x 1078 
(NAG), 8,3 X 1076 
(NAG), 6,6 X 107* 
(NAG). 0,033 
(NAG), 0,25 
(NAG-NAM), 0,5 


Source : Imoto, T., Johnson, L.N., North, ACT. Phillips, D.C., et Rupley, 
LA. dans Boyer, PD. (Éd.), The Enzymes (3° éd.), Vol. 7, p. 842, Academic 


zyme montre que le (NAG), se lie sur le côté droit de la poche de 
liaison enzymatique comme représenté dans la Fig. 15-10a pour 
les résidus du substrat À, B, et C. Cet inhibiteur s'associe à l'en- 
zyme par de fortes liaisons hydrogène, dont certaines impliquent 
les groupements acétamide des résidus A et C, ainsi que par des 
contacts hydrophobes étroitement imbriqués. La liaison de (NAG); 
entraîne une légère fermeture (de l’ordre de 1 À) de la fente de 


liaison du lysozyme, ce qui constitue un exemple d'ajustement 
induit par liaison d’un ligand (Section 10-4C). 


b. Le site catalytique du lysozyme a été identifié par la 

construction de modèles 

Il faut plusieurs semaines pour que le (NAG), soit hydrolysé 
par le lysozyme. On peut donc penser que le complexe révélé par 
analyse aux rayons X n’est pas fonctionnel, ce qui signifie que le 
site catalytique de l'enzyme ne se trouve pas au niveau des liaisons 
A—B et B—C. [Il est probable que les rares fois où (NAG), est 
hydrolysé correspondent à sa liaison efficace au site catalytique.] 

Afin de localiser le site catalytique du lysozyme, Phillips eut 
recours à la construction de modèles, pour rechercher comment un 
substrat de plus grande taille pouvait se lier à l'enzyme. La poche 
du site actif du lysozyme est suffisamment grande pour accueillir 
le (NAG),, qui est rapidement hydrolysé par l’enzyme 
(Tableau 15-2). Cependant, le quatrième résidu NAG (le résidu D 
dans la Fig. 15-10a) semble incapable de se lier à l’enzyme en rai- 
son de la trop grande proximité de ses atomes C6 et O6 avec 
Glu 35, Trp 108, et du groupement acétamide du résidu C de la 
NAG. Cette interférence stérique peut être diminuée en faisant pas- 
ser le cycle du glucose de sa conformation chaise normale à une 
conformation demi-chaise (Fig. 15-11). Cette déformation rend 


FIGURE 15-10 (p. opposée) Structure par rayons X du lysozyme de 
HEW,. (a) La chaîne polypeptidique est représentée avec un substrat 
(NAG), lié (verr). La chaîne des C,, du squelette, les chaînes latétales qui 
bordent la poche de liaison du substrat, et les ponts disulfure sont repré- 
semtés. Les cycles de sucre du substrat vont de À, à l'extrémité non 
réductrice (à droite), à F, l'extrémité réductrice (à gauche). Le lysozyme 
catalyse l'hydrolyse de la liaison glycosidique entre les résidus D et 

E. Les cycles À, B, et C sont représentés comme dans la structure par 
rayons X du complexe (NAG),-lysozyme ; les positions des cycles D, E, 
et F ont été déduites d'études de construction de modèles. [Copyright 
Irving Geis.] (b) Représentation en ruban du lysozyme mettant en évi- 
dence la structure secondaire de la protéine et montrant les positions de 
ses chaînes latérales importantes pour la catalyse, Glu 35 et Asp 52 
(rouge). (c) Modèle obtenu par ordinateur montrant l'enveloppe molécu- 
laire de la protéine (violer) et le squelette des C,, (blex). Les chaînes laté- 
rales des résidus catalytiques, Asp 52 (au-dessus) et Glu 35 (en dessous), 
sont en jaune, Noter la profonde crevasse de liaison du substrat. [Avec la 
permission d'Arthur Olson, The Scripps Research Institute, La Jolla, 
California.] Les représentations a, b, et c ont à peu près la même orienta- 
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coplanaires les atomes C1, C2, CS, et OS du résidu D, et déplace 
le groupement —C6H,0H de sa position équatoriale normale vers 
une position axiale où il ne forme pas de contacts étroits et où il 
peut établir des liaisons hydrogène avec le groupement carbonyle 
(du squelette) de Gin 57 et avec le groupement amide de Val 109 
(Fig. 15-12). Poursuivant la construction du modèle, Phillips mon- 
tra que les résidus E et F se lient à l'enzyme sans se déformer et 
grâce à plusieurs liaisons hydrogène et contacts de van der Waals 
favorables, 

Nous sommes presque en mesure d'identifier le site catalytique 
du lysozyme. Dans le substrat normal de l'enzyme, chaque 
deuxième résidu est un NAM. Cependant, la construction du 
modèle indique qu'une chaîne latérale lactyl ne peut s'intégrer 
dans les sous-sites de liaison des résidus C ou E. Il s'ensuit que les 
résidus du NAM doivent se lier à l'enzyme aux sous-sites B, D, et 


su NAG—NAM— NAG—NAM— NAG—NAM— …(exrémité) 
A B C D E F 


F. Le fait que le lysozyme hydrolyse les liaisons B(1-4) entre le 
NAM et la NAG implique que la liaison est hydrolysée soit entre 
les résidus B et C, soit entre les résidus D et E. Puisque le (NAG), 
se lie de façon stable sans être hydrolysé par l'enzyme alors qu'il 
recouvre les sous-sites B et C, le site de coupure probable se trouve 
entre les résidus D et E. Cette conclusion a été confirmée par John 
Rupley qui montra que le lysozyme hydrolyse presque quantitati- 
vement le (NAG), entre les deuxième et troisième résidus depuis 
l'extrémité réductrice (l'extrémité ayant un CI1—OH libre) — 


Conformation chaise 


Conformation demi-chaise 


FIGURE 15-11 Conformations en chaise et en demi-chaise. Les cycles 
des hexoses prennent normalement la conformation chaise, On suppose, 
cependant, que la liaison au lysozyme déforme le cycle D qui prend la 
conformation demi-chaise de sorte que les atomes C1, C2, CS, et OS sont 


FIGURE 15-12 Les interactions du lysozyme avec son substrat. Le 
substrat est représenté à l'intérieur de La poche de liaison, les côtés en 
trait gras des cycles étant dirigés vers l'extérieur de l'enzyme et les côtés 
en trait fin se trouvant contre le fond de la poche. [Copyright Irving Geis, 
sur base d'une structure par rayons X due à David Phillips, Oxford Uni- 


EXACICMENL CC que l'on peut capérer si l'engyme à six sous-sites de 
liaison pour le saccharide et s'il hydrolyse son substrat lié entre les 
sous-sites D et E. 

On a identifié la liaison hydrolysée par le lysozyme en réalisant 
l'hydrolyse de (NAG), catalysée par le lysozyme dans H,!*O. Le 


produit formé a de 1’!*O lié sur l'atome C1 de sa nouvelle extré- 
mité réductrice, démontrant ainsi que la rupture de la liaison se fait 
entre le CI et le pont oxygène OI : 
CH,0H 
ke, | 
GE 
H Ni 0H 
NAc 
HO more 
CH,0H 
—Qre j ci 
C H 
H/| | NOH 
H HO 


Donc, le lysozyme catalyse l'hydrolyse de la liaison C1—O1 
du résidu D d’un substrat lié, De plus, cette réaction se fait avec 
conservation de la configuration de sorte que le produit du cycle 
D reste l'anomère B. 


B. Mécanisme catalytique 


Restent à identifier les groupements catalytiques du lysozyme. La 
réaction catalysée par le lysozyme, l'hydrolyse d'un glycoside, 
correspond à la conversion d’un acétal en un hémiacétal. L'hydro- 
lyse non enzymatique d'un acétal est une réaction de catalyse 
acide qui fait intervenir la protonation d'un atome d'oxygène du 
substrat suivie par la rupture de sa liaison C—O (Fig. 15-13). Il 
s'ensuit la formation d'un carbocation stabilisé par résonance, 
appelé ion oxonium. Afin d'atteindre un recouvrement d'orbitale 
maximum, et ainsi la stabilisation par résonance, les groupements 
R et R’ de l'ion oxonium doivent être coplanaires avec ses atomes 
C, O, et H (assistance stéréo-électronique). L'ion oxonium est 
ensuite hydraté pour donner l'hémiacétal et régénérer le proton 
catalyseur, Les groupements catalytiques d'une enzyme qui cata- 
lyse l'hydrolyse d'un acétal devraient donc comprendre un cataly- 
seur acide potentiel et probablement un groupement qui, en plus, 
stabilise un intermédiaire ion oxonium. 


a. Glu 35 et Asp 52 sont les résidus catalytiques du 
lysozyme 


Les seuls groupements fonctionnels doués des propriétés cata- 
lytiques requises et qui se trouvent dans l'environnement immédiat 
du centre réactionnel du lysozyme sont les chaînes latérales de 
Glu 35 et Asp 52, résidus invariants dans la famille des lysozymes 
dont le lvsozyme de HEW est le prototype. Ces chaînes latérales. 
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Acétal R‘OH 
K, Re, 
0° (e) 
Î ES d N 
PPS PI 
H R H R 
Carbocation stabilisé 


H,0 
a 


Hémiacétal 


FIGURE 15-13 Mécanisme de l'hydrolyse non enzymatique d'un acé- 
tal en un hémiacétal, catalysée par un acide. La réaction implique La 
protonation de l'un des atomes d'oxygène de l'acétal suivie de l'hydro- 
lyse de sa liaison C—O pour former un alcool (R"OH) et un carbocation 
stabilisé par résonance (ion oxonium), L'addition d'eau à l'ion oxonium 
donne l'hémiacétal et régénère le proton catalyseur, Noter que les atomes 
C, O, H,R, et R” de l'ion oxonium sont tous dans un même plan. 


qui sont disposées de part et d'autre de la liaison glycosidique 
B(1—4) scissile (Fig. 15-10), ont des environnements tout à fait 
différents. Asp 52 est entouré de plusieurs résidus polaires conser- 
vés avec lesquels il forme un réseau complexe de liaisons hydro- 
gène. Asp 52 a donc un pK normal et se trouve sous forme dépro- 
tonée, et donc porteur d'une charge négative, dans la zone de pH 
comprise entre 3 et 8 où le lysozyme est actif, Par contre, le grou- 
pement carboxylique de Glu 35 se trouve niché dans une poche 
essentiellement non polaire où, comme nous l'avons vu dans la 
Section 15-1D, il est susceptible de rester sous forme protonée 
pour des valeurs de pH anormalement élevées pour des groupe- 
ments carboxyliques. Effectivement, des études par diffraction de 
neutrons, qui donnent des renseignements similaires aux études 
faites par diffraction des rayons X mais qui révèlent en plus la 
position des atomes d'hydrogène, ont montré que Glu 35 reste pro- 
toné à des pH physiologiques. Dans les structures par rayons X, les 
distances les plus courtes entre les atomes d'oxygène des groupe- 
ments carboxyliques de Asp 52 et Glu 35 et la liaison C1—OH du 
résidu D de la NAG sont chacune de l'ordre de 3 À, ce qui fait de 
ces deux groupements les candidats numéros un comme cataly- 
seurs respectivement électrostatique et acide. 
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b. Le mécanisme de Phillips 
Connaissant la plupart des données expérimentales précé- 


dentes, Phillips proposa pour le lysozyme le mécanisme enzyma- 
tique suivant (Fig. 15-14): 


1. Le lysozyme s'attache à la paroi de la cellule bactérienne en 
se liant à une unité hexasaccharidique. Lors de cette fixation, le 
résidu D est déformé pour prendre la conformation demi-chaise, 
afin d'éviter les contacts défavorables qui s'établiraient sans cela 
entre son groupement —C6H,0H et la protéine. 


2. Le Glu 35 transfère son proton à l'OIT du cycle D, le seul 
groupement polaire dans son entourage (catalyse générale acide). 
La liaison C1—OI est ainsi rompue, formant un ion oxonium sta- 
bilisé par résonance sur le C1. 

3. Le groupement carboxyle ionisé de Asp 52 permet {a stabi- 
lisation de l'ion oxonium en formation, grâce à des interactions 
entre charges (catalyse électrostatique). I semble que ce groupe- 
ment carboxylate ne peut former de liaison covalente avec le sub- 
strat en raison de la trop grande distance (de l'ordre de 3 À) entre 
le CI et l'atome O du groupement carboxylate de Asp 52 (la dis- 
tance d'une liaison covalente C—0 est de l'ordre de 1,4 À): [ainsi, 
la réaction ferait intervenir un mécanisme Sy1 (substitution 
nucléophile unimoléculaire) pour donner un ion oxonium, et non 
un mécanisme S,2 qui implique la formation transitoire d'une liai- 
son C—0 avec l'enzyme; voir cependant la Section 15-2C]. La 
rupture de la liaison est facilitée par la contrainte exercée sur le 
cycle D pour lui faire prendre la conformation plane demi-chaise. 
Ceci parce que l'ion oxonium doit être plan: autrement dit, la 
conformation de liaison initiale du cycle D ressemble à celle de 
l'état de transition de la réaction (catalyse par liaison à l'état de 
transition ; Fig. 15-15). 

4. À ce stade, l'enzyme libère le cycle E hydrolysé lié à son 
polysaccharide (le groupement partant), ce qui donne un intermé- 
diaire glycosyl-enzyme cationique non covalent. Une molécule 
d'eau du milieu s’additionne à l'ion oxonium en vertu d’une réac- 
tion inverse de la précédente pour donner le produit et reprotoner 
le Glu 35. Le maintien de configuration au cours de la réaction 
résulte du masquage de l'un des côtés de l'ion oxonium par la 
poche enzymatique. L'enzyme libère alors le produit D lié à son 
polysaccharide, achevant ainsi le cycle catalytique. 


C. Vérification du mécanisme de Phillips 


Le mécanisme proposé par Phillips est conçu essentiellement à 
partir de données structurales sur le lysozyme et de la connais- 
sance du mécanisme d'hydrolyse non enzymatique d'un acétal. 
Depuis, de nombreuses résultats expérimentaux concernant ce 
mécanisme se sont accumulés. Non en discuterons ici quelques- 
uns afin d'illustrer comment évoluent les modèles scientifiques. 


a. Identification des résidus catalytiques 

Les groupements catalytiques importants du lysozyme ont été 
identifiés expérimentalement par mutagenèse dirigée (Sec- 
tion 5-5G) et en utilisant des réactifs spécifiques de groupes : 


Glu 35. Le remplacement, par mutagenèse, de Glu 35 par Gin abo- 
lit pratiquement l'activité catalytique (<0,1 % de celle de l'enzyme 
sauvage) de la protéine, bien que l’affinité de liaison pour le sub- 
strat ne soit diminuée que d'un facteur de l'ordre de 15 Glu ?$ 


FIGURE 15-14 Le mécanisme de Phillips pour la réaction du lyso- 
zyme. L'hydrolyse de la liaison glycosidique entre les cycles D et E du 
substrat se fait après protonaton de l'atome d'oxygène du pont par Glu 
35, L'ion oxonium du cycle D résultant est stabilisé par la proximité du 
groupement carboxylate de l'Asp 52 et par la déformation du cycle D 
induite par l'enzyme. Une fois que le cycle E est libéré, l'eau du milieu 
fournit à La fois un ion OH qui se combine avec l'ion oxonium et un ion 
H° qui assure la reprotonation de Glu 35. NAc symbolise le substituant 
N-acétylamino au C2 de chaque glucose. 


CH,0H CH,0H 
K% H <—> La Z 
OR 
NHCOCH, H NHCOCH; 
ŸHs 
R=H (NAG) ou Es (NAM) 
Co0” 


FIGURE 15-15 L'intermédiaire ion oxonium du cycle D dans le 
mécanisme de Phillips est stabilisé par résonance, Cela implique que 
les atomes C1, C2, CS, et OS soient coplanuires (ombré) et que le cycle 
hero nenne La conformation demi-chaise 


doit donc être indispensable pour l'activité catalytique du lyso- 
zyme. 

Asp 52. Le remplacement par mutagénèse de Asp 52 par Asn, de 
polarité comparable à celle de Asp mais qui n’a pas sa charge 
négative, conduit à une enzyme qui n’a pas plus de 5 % de l'acti- 
vité catalytique de l’enzyme sauvage bien que cette mutation aug- 
mente l'affinité de liaison pour le substrat de deux fois environ. 
Asp 52 semble donc important pour l'activité enzymatique. 
Absence de participation d’autres résidus d'acide aminé, Des 
groupements carboxyliques autres que ceux de Glu 35 et Asp 52 
ne participent pas au processus catalytique ; ceci a été démontré 
en faisant réagir le lysozyme avec des réactifs spécifiques de 
groupements carboxyliques en présence de substrat. L'enzyme 
obtenue après ce traitement, dont tous les groupements carboxy- 
liques, exceptés ceux de Glu 35 et de Asp 52, sont dérivatisés, 
est pratiquement active à 100%. D'autres réactifs spécifiques de 
groupe qui modifient, par exemple, les résidus His, Lys, Met, ou 
Tyr sans provoquer de dommages majeurs à la structure de la 
protéine, ne changent pratiquement pas l’activité catalytique du 
lysozyme. 


b. Rôle de la contrainte 

De nombreuses recherches sur le mécanisme enzymatique du 
lysozyme avaient pour but de déterminer le rôle catalytique de la 
contrainte. Toutes ces études, comme nous allons le voir, n'étaient 
pas en accord avec le mécanisme de Phillips, d'où une recrudes- 
cence de travaux qui n'ont que récemment abouti. 

Des mesures d'équilibre de liaison de différents oligosaccha- 
rides au lysozyme ont montré que tous les résidus saccharidiques, 
excepté celui qui se lie au sous-site D, sont énergétiquement favo- 
rables à la liaison du substrat au lysozyme ; la liaison du NAM au 
sous-site D nécessite un apport d'énergie libre de 12 kJ+mol! 
(Tableau 15-3). D'après le mécanisme de Phillips, cette observa- 
tion correspond au coût énergétique de la contrainte qui va per- 
mettre au cycle D de passer de sa conformation chaise préférée à 
la conformation en demi-chaise. 

Comme nous l’avons vu dans la Section 15-1F, une enzyme qui 
catalyse une réaction par liaison préférentielle à son état de transi- 
tion a une affinité de liaison plus grande pour un inhibiteur qui pré- 
sente une géométrie semblable à celle de l’état de transition (ana- 
logue de l’état de transition) que pour son substrat. L'analogue 
ô-lactone de (NAG), (Fig. 15-16) est un analogue de l'état de tran- 
sition du lysozyme, car le cycle lactone présente une conformation 


TABLEAU 15-3 Energies libres de liaison aux sous-sites du 
lysozyme de HEW 


Energie libre 
Saccharide de liaison 

Site lié (kJ + mol”!) 
A NAG 7,5 
B NAM —123 
c NAG —23,8 
D NAM +12,1 
E NAG 7,1 
F NAM —7,l 


Source : Chipman, D.M. et Sharon, N.. Science 165, 459 (1969). 
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(NAG)y 


FIGURE 15-16 L'analogue 8-lactone du (NAG),. Ses atomes C1, O1, 
C2, CS, et OS sont coplanaires (ombré), en raison de la résonance, 
comme le cycle D dans l'intermédiaire de la réaction selon le mécanisme 
de Phillips (comparer avec la Fig. 15-15). 


demi-chaise dont la géométrie est voisine de celle de l'état de tran- 
sition proposé du cycle D du substrat, l'ion oxonium. Des études 
par rayons X montrent, en accord avec cette prévision, que cet 
inhibiteur se lie aux sous-sites A—B—C—D du lysozyme de sorte 
que le cycle lactone occupe le sous-site D avec une conformation 
de type demi-chaise, 

Malgré ce que nous venons de voir, le rôle de la déformation 
du substrat dans la catalyse du lysozÿme est resté un point d'in- 
terrogation. D'après les études théoriques de Michael Levitt et 
d'Arieh Warshel sur la liaison du substrat au lysozyme, la protéine 
serait trop souple pour pouvoir déformer mécaniquement le cycle 
D d'un substrat lié, La stabilisation de l'état de transition impli- 
querait le déplacement par le substrat de plusieurs molécules d'eau 
fermement liées, depuis le sous-site D. Le groupement carboxylate 
de Asp ainsi désolvaté pourrait stabiliser significativement l'ion 
oxonium de l'état de transition par interactions électrostatiques. 
Cette étude est donc plus en faveur d'une « contrainte électrosta- 
tique » que d'une contrainte stérique, comme facteur déterminant 
de stabilisation de l'état de transition du lysozyme. 

Pour obtenir des renseignements complémentaires quant au 
mécanisme de contrainte proposé par Phillips, Nathan Sharon et 
David Chipman ont déterminé les affinités de liaison au sous-site 
D de plusieurs saccharides en comparant les affinités de liaison du 
lysozyme pour différents analogues du substrat. La lactone de la 
NAG inhibitrice se lie au sous-site D avec une affinité supérieure 
de 9,2 kJ-mol”! à celle de la NAG. Cette valeur ne correspond, 
d'après l'Éq. [14.15], qu'à une accélération de la réaction de 
l'ordre de 40 fois, en raison de la contrainte (se rappeler que la dif- 
férence d'énergie de liaison entre un analogue de l’état de transi- 
tion et un substrat est révélatrice de l'augmentation de la vitesse 
de la réaction enzymatique due à la liaison préférentielle au com- 
plexe de l’état de transition). Une telle augmentation ne représente 
qu'une faible part de l'augmentation de la vitesse par le lysozyme, 
qui est de l'ordre de 10" (ce qui représente 20% seulement de la 
valeur du AAG?, de la réaction; Section 14-1C). De plus, un 
résidu N-acétylxylosamine (XyINAc), 
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dépourvu du groupement —C6H,0H du NAM et de la NAG, 
a une affinité de liaison au sous-site D à peine supérieure 
(-3,8 kJ+mol"!) à celle de la NAG (-2,5 kJ+mol°!). Se rappe- 
ler, cependant, que d'après le mécanisme de Phillips, ce sont 
les contacts défavorables de son groupement —C6H,0H 
qui induisent la déformation du cycle D. Néanmoins, le lyso- 
zyme n'hydrolyse pas les saccharides ayant un XyINAc au sous- 
site D. 

Les incohérences apparentes des observations précédentes ont 
été largement expliquées de façon rationnelle par Michael James 
suite à ses déterminations par rayons X particulièrement précises 
(résolution de 1,5 À) des structures de cristaux de lysozyme com- 
plexé à NAM-NAG-NAM. Ce trisaccharide se lie, comme prévu, 
aux sous-sites B, C, et D du lysozyme. Le NAM au sous-site D est, 
comme le prévoit le modèle de Phillips, déformé pour prendre la 
conformation demi-chaise, son groupement —C6H,0H étant en 
position presque axiale en raison de conflits d'ordre stérique qui 
se produiraient, s'il n'en était pas ainsi, avec le groupement acé- 
tamide du sous-site C de la NAG [bien que, contrairement au 
mécanisme original de Phillips, Glu 35 et Trp 108 soient trop éloi- 
gnés du groupement —C6H,0H pour pouvoir contribuer à cette 
déformation]. Cette conformation contrainte est stabilisée par une 
forte liaison hydrogène entre O6 du cycle D et le NH (du squelette) 
de Val 109 (stabilisation de l’état de transition). Effectivement, la 
mutation de Val 109 en Pro, qui ne peut pas former cette liaison 
hydrogène, donne une enzyme inactive. L'absence d'activité 
hydrolytique du lysozyme quand XyINAc occupe son sous-site D 
s'explique également par l'absence de cette liaison hydrogène et la 
diminution de stabilité de l'état de transition du cycle en demi- 
chaise du XyINAc qui en résulte. 

Les faibles différences d'énergie libre inattendues des liaisons 
de la NAG, de la lactone de la NAG, et du XyINAc au sous-site D, 
s'expliquent par l'observation que la NAG et le XyINAc non 
déformés peuvent s'intégrer dans le sous-site D comme c'est le cas 
dans la structure par rayons X du complexe lysozyme *NAM- 
NAG-NAM. La chaîne lactyl encombrante du NAM l'empêche de 
se lier au sous-site D de cette façon. 


c. L'action du lysozyme fait intervenir un intermédiaire 

covalent 

Des mécanismes autres que celui de Phillips postulent que soit 
(1) le groupement carboxyle de Asp 52 déplace le groupement par- 
tant pour former une liaison covalente avec CI, ce qui donne un 
intermédiaire covalent ester glycosyl-enzyme, qui est déplacé 
ensuite par de l'eau pour arriver au produit de la réaction (méca- 
nisme de double déplacement) ; ou (2) l'eau déplace directement 
le groupement partant (mécanisme de simple déplacement). Ce 
dernier entraînerait une inversion de configuration entre substrat et 
produit, et doit donc être écarté, Un mécanisme de double dépla- 
cement rendrait compte du fait que la configuration est maintenue 
lors de la catalyse par le lysozyme (comme dans le mécanisme de 
Phillips). Cependant, il n'est pas en accord avec l'observation 
selon laquelle la distance entre C1 (dans un saccharide lié au sous- 
site D) et un O carboxylique de Asp 52 (lequel participe à un 
réseau de liaisons hydrogène qui semblent maintenir en place cette 
chaîne latérale) est trop grande pour la formation d’une liaison 
covalente. En effet, cette distance doit être d'au moins 2,3 À dans 
le complexe NAM-NAG-NAM si l'on veut préserver la structure 


de la protéine, alors qu'elle est d'environ 1,4 À dans une simple 
liaison C—O. De fait, aucune liaison covalente de ce type n’a 
jamais été observée dans les nombreuses structures par rayons X 
contenant le lysozyme de HEW. 

En dépit de ce qui précède, on a montré que toutes les autres 
B-glycosidases de structure connue qui scindent des liaisons gly- 
cosidiques en conservant la configuration du carbone anomérique 
(comme avec le lysozyme de HEW), le font par le biais d’un inter- 
médiaire covalent glycosyl-enzyme. La structure des sites actifs de 
ces B-glycosidases conservatrices, comme on les appelle, res- 
semble à celle du lysozyme de HEW. De plus, il n’y a aucune 
preuve expérimentale de l'existence d'un ion oxonium à longue 
durée de vie dans le site actif des B-glycosidases conservatrices, 
le lysozyme de HEW inclus (la durée de vie d’un ion oxonium glu- 
cosyl dans l'eau est d'environ 107! s, à peine plus que le temps de 
vibration d'une liaison covalente). On pense donc que la réaction 
de catalyse par le lysozyme de HEW passe par un intermédiaire 
covalent entre le carbone anomérique (C1) du cycle D et le grou- 
pement carboxyle de la chaîne latérale de Asp 52 pour former une 
liaison ester : 


CH,0H Ÿ 
H 1) OÙ O—C—CH;—Asp 52 
: OR ES 
à H 

H  NHCOCH, 


Cet intermédiaire réagirait avec l'eau, dans le sens inverse de la 
réaction qui conduit à sa formation, pour donner le second pro- 
duit de la réaction (mécanisme de double déplacement). Ici, l'ion 
oxonium ne serait pas l'intermédiaire lui-même, mais correspon- 
drait à l’état de transition vers l'intermédiaire covalent. 

Si ce mécanisme s'applique bien au lysozyme de HEW, la 
raison pour laquelle son intermédiaire covalent n'a jamais été 
observé est que sa vitesse de dégradation doit dépasser de loin 
celle de sa formation. Si l'on veut observer cet intermédiaire 
expérimentalement, il faut augmenter considérablement sa vitesse 
de formation par rapport à celle de sa dégradation. Pour y arri- 
ver, Stephen Withers a tiré parti de trois phénomènes. Primo, si 
comme prévu, la réaction passe par un état de transition d’ion 
oxonium, toutes les étapes conduisant à sa formation devraient 
être ralenties suite au remplacement d'un H par un atome de F 
(l'élément le plus électro-négatif et donc un abstracteur d'élec- 
trons) sur le C2 du cycle D. Deuxièmement, la mutagenèse de 
Glu 35 en Gin (E35Q) empêche la catalyse générale acido- 
basique, ralentissant encore plus les étapes impliquant l'état de 
transition d'ion oxonium. Trois, ajouter encore un F, cette fois 
sur l’atome C1 du cycle D, accélère la formation de l'intermé- 
diaire car ce F est un bon groupement partant. L'ensemble de 
ces trois modifications devraient accélérer la formation de l'in- 
termédiaire covalent postulé, par rapport à sa vitesse de dégra- 
dation, et donc conduire à son accumulation. Withers a donc 
incubé du lysozyme E35Q de HEW avec du fluorure de NAG- 
B(1—34)-2-désoxy-2-fluoro-B-D-glucopyranosyl (NAG2FGlcF) : 


CH,0H 
H () H 0 p 


H 

OH H/1 © 
H 

H  NHCOCH, H F 
NAG2FGleF 


La spectrométrie de masse couplée à l'ionisation par electros- 
pray (ESI-MS ; Section 7-1J) du mélange a montré un pic étroit à 
14 683 D, en accord avec la formation de l'intermédiaire covalent 
proposé, mais aucun pic aux alentours de 14 314 D, masse de l'en- 
zyme mutante. 

Dans la structure par rayons X de ce complexe covalent on voit 
clairement la liaison covalente d'environ 1,4 À entre le C1 du 
cycle D de la NAG et un O carboxylique de la chaîne latérale de 
Asp 52 (Fig. 15-17). La conformation du cycle D est de type 


FIGURE 15-17 L'intermédaire covalent du lysozyme de HEW,. Les 
cycles C et D du substrat et Asp 52 sont représentés dans une superposi- 
tion des structures par rayons X du complexe covalent formé en faisant 
réagir le lysozyme E35Q avec NAG2FGkF (C en vent, N en bleu, O en 
rouge et F en magenta), et du complexe non covalent entre le lysozyme 
naturel et NAM-NAG-NAM (C en jaune, N en bleu et O en rouge). 
Noter que la liaison covalente entre Asp 52 et le C1 du cycle D se forme 
lorsque le cycle D dans le complexe non covalent se reläche en abandon- 
nant sa conformation déformée en demi-chaise pour adopter la conforma- 
tion chaise normale, et que la chaîne latérale de Asp 52 subit une rotation 
d'environ 45° autour de sa liaison C,—Cy. [Fondé sur des structures par 
rayons X dues à David Vocadlo et Stephen Withers, University of British 
Columbia, Vancouver, Canada ; et à Michael James, University of 
Atiweta Eflementon Canari POMALU LUIAAN et OI V7 1 
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chaise déformée, indiquant qu'il s'agit d'un intermédiaire de la 
réaction plurôt qu'une approximation dé l'état de transition. Si l'on 
superpose ce complexe covalent au complexe (décrit ci-dessus) 
entre NAM-NAG-NAM et et le lysozyme de HEW non muté, on 
voit comment se forme ce lien covalent (Fig. 15-17). Si la distance 
de 3,2 À entre le C1 du cycle D de la NAG et l'O d'Asp 52 dans 
le complexe NAM-NAG-NAM passe à environ 1,4 À dans le com- 
plexe covalent, c'est quasi entièrement dû au relâchement du cycle 
D, qui passe de la conformation demi-chaise à la conformation 
chaise, ainsi qu'à une rotation d'environ 45° de la chaîne latérale 
de Asp 52 autour de sa liaison C,—C, ; les positions des atomes 
O4 et 06 du cycle D ne changent pratiquement pas. Ainsi, plus de 
35 ans après que Phillips ait proposé son mécanisme, on constate 
qu'il faut /e modifier pour tenir compte de la formation transitoire 
de cet intermédiaire covalent, un ester glycosyl-enzyme (catalyse 
covalente). Se rappeler, cependant, que pour former cette liaison 
covalente, le cycle D doit passer par un état de transition de type 
oxonium, ce pourquoi il doit adopter transitoirement la conforma- 
tion en demi-chaise. 


3 M LES PROTÉASES À SÉRINE 


Le deuxième exemple de mécanisme enzymatique que nous allons 
étudier concerne un groupe de protéases appelées protéases à 
sérine (Tableau 15-4). Elles doivent leur nom au fait que leur 
mécanisme catalytique commun implique l'intervention d'un 
résidu Ser particulièrement réactionnel et indispensable à l'activité 
enzymatique. Les protéases à sérine sont les enzymes les mieux 
comprises, car elles ont fait l'objet de travaux intenses pendant 
plus de 50 ans par des techniques cinétiques, chimiques, physiques 
et génétiques. Dans cette section, nous nous consacrerons à l'étude 
des protéases à sérine les mieux caractérisées, la chymotrypsine, 
la trypsine, et l'élastase, Nous étudierons aussi comment ces trois 
enzymes, synthétisées sous forme inactive, sont activées physiolo- 
giquement. 


A. Cinétique et groupements catalytiques 


La chymotrypsine, la trypsine et l'élastase sont des enzymes de la 
digestion synthétisées par les cellules des acini pancréatiques 
(Fig. 1-10c) et sécrétées, en passant par le canal pancréatique, dans 
le duodénum (la partie supérieure du petit intestin). Toutes ces 
enzymes catalysent l'hydrolyse d'une liaison peptidique (amide) 
selon des spécificités différentes en raison de la nature différente 
des chaînes latérales qui entourent la liaison peptidique qui sera 
hydrolysée (se rappeler que la chymotrypsine est spécifique d'un 
résidu hydrophobe encombrant précédant la liaison peptidique 
scissile, que la trypsine est spécifique d’un résidu chargé positive- 
ment, et que l'élastase est spécifique de résidus neutres de petite 
taille ; Tableau 7-2). A elles trois, ces enzymes forment une équipe 
protéolytique performante lors de la digestion. 


a. L'hydrolyse de liaisons ester en tant que modèle 
cinétique 
Il n'est pas surprenant que la chymotrypsine fonctionne aussi 
bien comme protéase que comme estérase, car les mécanismes 
chimiques d'hydrolyse de liaisons ester et amide sont pratique- 
ment identiques. L'étude de l'activité estérase de la chymotrypsine 
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TABLEAU 15-4 Exemples de protéases à sérine 


Enzyme Origine 

Trypsine Pancréas 
Chymotrypsine Pancréas 

Elastase Pancréas 
Thrombine Sérum de vertébrés 
Plasmine Sérum de vertébrés 
Kallikréine Sang et tissus 
Complément C1 Sérum 


Fonction 

Digestion des protéines 

Digestion des protéines 

Digestion des protéines 

Coagulation du sang 

Dissolution des caillots sanguins 

Contrôle du flux sanguin 

Lyse cellulaire dans la réponse immunitaire 


Protéase de l’acrosome Acrosome du spermatozoïde Pénétration dans l'ovule 

Protéase de lysosomiale Cellules animales Turnover des protéines cellulaires 
Cocoonase Larves de papillon Dissolution du cocon après la métamorphose 
Protéase a-lytique Bacillus sorangium Digestion ? 

Protéases A et B Streptomyces griseus Digestion ? 

Subtilisine Bacillus subilis Digestion ? 


Source : Stroud, R.M.. Sci. Am. 231(1), 86 (1974). 


FIGURE 15-18 Cinétique de l'hydrolyse du p-nitrophénylacétate 
catalysée par La chymotrypsine à deux concentrations différentes. 
L'enzyme se lie rapidement au substrat et libère le premier produit, l'ion 
p-nitrophénolate, mais le deuxième produit, l'ion acétate, est libéré plus 
lentement. Par conséquent, la vitesse de formation du p-nitrophénolate 
est d’abord rapide (phase rapide) mais se ralentit tandis que le complexe 
acyl-enzyme s'accumule jusqu'à ce que la vitesse de formation du p- 
nitrophénolate approche celle de la libération de l'ion acétate (état sta- 
tionnaire). L'extrapolation au temps zéro des courbes de l'état station- 
naire (lignes en pointillés) donne la concentration initiale d'enzyme 
active. (D'après Hartley, B.S. et Kilby, B.A., Biochem. J. 56, 294 
(1954).] 


a permis d'importantes avancées dans la compréhension du méca- 
nisme catalytique de l’enzyme. Des mesures de cinétique de l'hy- 
drolyse du p-nitrophénylacétate par la chymotrypsine réalisées par 


[e) 


fl 


p-Nitrophénylacétate 


H,0 
chymotrypsine 
2H* 


Acétate 


Brian Hartley ont montré que la réaction se fait en deux phases 
(Fig. 15-18): 

1. La phase rapide, où l'ion fortement coloré p-nitrophénolate 
se forme rapidement en quantités stœchiométriques en fonction de 
la quantité d'enzyme active présente. 

2. La phase dite «état stationnaire », durant laquelle le p- 
nitrophénolate se forme à vitesse réduite mais constante, indépen- 
dante de la concentration en substrat. 
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08 mé 
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phénylacétate pour libérer l'ion p-nitrophénolate et former un 
intermédiaire acyl-enzyme covalent qui (2) est hydrolysé lente- 
ment pour libérer l’acétate : 


[e) 


([ 
cu8-0 Vo + Enzyme 


p-Nitrophénylacétate  Chymotrypsine 


rapide "Oo ra: NO, 


La chymotrypsine suit manifestement un mécanisme Bi Bi Ping- 
Pong (Section 14-5A). On a montré que l'hydrolyse de la liaison 
ämide catalysée par la chymotrypsine se fait par un mécanisme 
analogue à celui de l'hydrolyse de l'ester, mais la réaction limi- 
tante serait la première phase de la réaction, l’acylation de l’en- 
zyme, et non la phase de désacylation. 


b. Identification des résidus catalytiques 

Les groupements catalytiquement importants de la chymotryp- 
sine ont été identifiés par des études de marquages chimiques, 
décrites ci-dessous. 
Ser 195, La réaction d'une protéase à sérine avec le diisopropyl- 
phosphofluoridate (DIPF) qui inactive l'enzyme de manière irré- 
versible est un test diagnostique pour mettre en évidence la Ser 
active : 


CH(CH;} 


| 

î 
(Ser actif — CH,OH + JE js 

[e) 


Diisopropylphospho- 
fluoridate (DIPF) 


| tes 
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| 
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| 
CH(CH;} 
DIP-Enzyme 


D'autres résidus Ser, y compris ceux se trouvant sur la même pro- 
téine, ne réagissent pas avec le DIPF. Le DIPF ne réagit qu'avec 
la Ser 195 de la chymotrypsine, prouvant ainsi que ce résidu est la 
Ser active de l'enzyme. 

C'est la découverte que des composés organophosphorés, 
comme le DIPF, étaient des poisons puissants du système nerveux 
qui a conduit à utiliser ce réactif comme agent inactivateur d'en- 
zyme, La neurotoxicité du DIPF est due à ce qu'il inactive l'acé- 
tyicholinestérase, une estérase à sérine qui catalyse l'hydrolyse de 
l'acétylcholine : 


[e) 
+ ll 
Acétylcholine 
acétylcholinestérase 
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cellules nerveuses (Sections 12-4D et 20-SC). L'inactivation de 
l'acétylcholinestérase empêche l'hydrolyse, normalement rapide, 
de l’acétylcholine libérée par l'influx nerveux, et interfère par 
conséquent avec la transmission normale de cet influx, Le DIPF est 
tellement toxique pour l’homme qu'il a été utilisé à des fins mili- 
taires comme gaz neurotoxique. Des composés voisins, comme le 
parathion et le malathion, 


QC CH 
ow-Ÿ V-o-1=s 
b—cucu, 


Parathion 


CH—S—P=S 
f 
CHy—CHy—0— —CHe —CH; 
Malathion 


sont utilisés comme insecticides car ils sont beaucoup plus 
toxiques pour les insectes que pour les mammifères. 

His 57, Un deuxième résidu catalytique important a été découvert 
par marquage d’affinité, Selon cette technique, un analogue du 
substrat porteur d'un groupement réactionnel se lie spécifiquement 
au site actif de l'enzyme, où il réagit en formant une liaison cova- 
lente avec un groupement proche sensible à cet analogue (ces ana- 
logues de substrat réactifs sont appelés les « chevaux de Troie de 
la biochimie »), Les groupements marqués par affinité peuvent 
ensuite être identifiés par la technique des «empreintes digitales » 
(Section 7-1K). La chymotrypsine lie spécifiquement la tosyl-L- 
phénylalanine chlorométhylcétone (TPCK), 


0 CH, O 
Est 
cuQ Vs CH—C— CH,CI 


[e) 


en raison de sa ressemblance avec un résidu Phe (l'un des résidus 
préférés de la chymotrypsine ; Tableau 7-2). Le groupement chlo- 
rométhyl cétone de la TPCK lié au site actif est un réactif alkylant 
puissant ; il réagit avec His 57 (Fig. 15-9), inactivant ainsi l'en- 


Chymotrypsine 
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/ di 
+ C=0 
ñ que 
His 57 TPCK T 
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Extrémité 
C-terminale 


(a) 


FIGURE 15-20 Structure par rayons X de la trypsine bovine. (a) 
Dessin de l’enzyme complexée avec un substrat polypeptidique (vert) 
dont la chaîne latérale de Arg occupe la poche de spécificité de l'enzyme 
(poinrillés bleus). La chaîne des C,,. les ponts disulfure et les chaînes 
latérales de la trade catalytique, Ser 195, His 57, et Asp 102 sont repré- 
sentés. Les sites actifs de la chymotrypsine et de l'élastase présentent des 


modos antel.st...— A. se mondimsoment La fs ets, month. [Fe 


right Irving Geis.] (b) Représentation en ruban de la trypsine mettant 
l'accent sur sa structure secondaire et montrant la disposition de sa triade 
catalytique. (c) Dessin montrant la surface de la trypsine (bleu) en surim- 
pression de son squelette polypeptidique (violer). Les chaines latérales de 
la triade catalytique sont en vert. [Avec la permission d'Arthur Olson, 
The Scripps Research Institute, La Jolla, California.] Les représentations 
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zyme. La réaction avec la TPCK est inhibée par le B-phénylpro- 
pionate, 


CH; —CHy—CO07 
B-Phénylpropionate 


un inhibiteur compétitif de la chymotrypsine qui entre vraisembla- 
blement en compétition avec la TPCK au site de liaison enzyma- 
tique. De plus, la réaction avec la TPCK n'a pas lieu en présence 
d'urée 8M, un agent dénaturant, ou avec le complexe DIP-chymo- 
trypsine, dont le site actif est bloqué. Ces observations démontrent 
que His 57 est un résidu essentiel du site actif de la chymotryp- 
sine. 


B. Structures par rayons X 


La chymotrypsine et la trypsine bovines et l'élastase de porc sont 
étonnamment similaires : les structures primaires de ces enzymes 
monomériques de 240 résidus environ ont une identité de séquence 
de l'ordre de 40% et leurs séquences internes sont encore plus 
proches (par comparaison, les chaînes & et B de l'hémoglobine ont 
44% d'identité de séquence). Par ailleurs, ces trois enzymes ont 
une Ser active et une His essentielle à la catalyse ainsi que des 
mécanismes cinétiques identiques. Ce ne fut donc pas une surprise 
de constater que leurs structures par rayons X étaient étroitement 
voisines. 


(b) 
FIGURE 15-20 /suire) 


Section 15-3. Les protéases à sérine 519 


Afin de comparer les structures de ces trois enzymes de la 
manière la plus commode, on leur a attribué un système de numé- 
rotation des résidus identique. La chymotrypsine bovine est syn- 
thétisée sous forme d'un précurseur inactif de 245 résidus, le chy- 
motrypsinogène, lequel est transformé, par protéolyse, en 
chymotrypsine (Section 15-3E). Dans ce qui suit, la numérotation 
des résidus d'acide aminé des trois enzymes est celle des résidus 
correspondants du chymotrypsinogène bovin. 

La structure par rayons X de la chymotrypsine bovine a été élu- 
cidée par David Blow en 1967. La détermination des structures de 
la trypsine bovine (Fig. 15-20) par Robert Stroud et Richard Dic- 
kerson et de l'élastase de porc par David Shotton et Herman Wat- 
son vinrent ensuite. Chacune de ces protéines possède deux 
domaines, chacun présentant des régions importantes de feuillets 
B antiparallèles arrangés en tonneau, mais très peu de structure 
hélicoïdale. Les résidus essentiels à la catalyse His 57 et Ser 195 
se trouvent au site de liaison du substrat associés au résidu 
Asp 102 invariant (dans toutes les protéases à sérine), enfoui dans 
une poche inaccessible au solvant. Ces trois résidus forment une 
constellation reliée par des liaisons hydrogène : la triade cataly- 
tique (Fig. 15-20 et 15-21). 


a. La base structurale des spécificités de substrat est très 
complexe 
Les structures par rayons X des trois enzymes permettent de 
suggérer l'origine de leurs spécificités différentes de substrats 
(Tableau 7-2): 


1. Dans le cas de la chymotrypsine, la chaîne latérale aroma- 
tique volumineuse des résidus préférés Phe, Trp, ouTyr qui don- 
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nent le groupement carbonyle du peptide scissile s'ajuste confor- 
tablement à l'intérieur d'une poche hydrophobe en forme de fente, 
dite poche de spécificité, voisine des groupements catalytiques 
(Fig. 15-20u). 


2. Dans le cas de la trypsine, le résidu qui correspond à la Ser 
189 de la chymotrypsine, en arrière de la poche de spécificité, est 
le résidu anionique Asp. Les chaînes latérales cationiques des rési- 
dus préférés de la trypsine, Arg ou Lys, peuvent ainsi former des 
paires ioniques avec ce résidu Asp. Le reste de la poche de spéci- 
ficité de la chymotrypsine est conservé dans la trypsine de sorte 
qu'elle peut accueillir les chaînes latérales volumineuses de Arg et 
Lys. 


3. L'élastase est ainsi appelée car elle hydrolyse rapidement 
l'élastine, protéine du tissu conjonctif élastique comme du caout- 
chouc, riche en Ala, Gly, et Val, et pratiquement non hydrolysable 
autrement. La poche de spécificité de l'élastase est fortement obs- 
truée par les chaînes latérales d’un résidu Val et d’un résidu Thr 
qui remplacent les deux Gly qui bordent la poche de spécificité de 
la chymotrypsine et de la trypsine. Par conséquent, l'élastase, dont 
la poche de spécificité s'apparente plutôt à une dépression, clive 
les liaisons peptidiques après de petits résidus neutres, en particu- 
lier Ala. À l'inverse, la chymotrypsine et la trypsine n'hydrolysent 
de telles liaisons que très lentement car ces petits substrats ne peu- 
vent pas être immobilisés suffisamment à la surface de l'enzyme 
pour permettre une catalyse efficace (Section 15-1E). 


Ainsi, la trypsine catalyse l'hydrolyse de substrats peptidyl amide 
où un résidu Arg ou Lys précède la liaison scissile avec une eff- 
cacité, mesurée par &.,/K,, (Section 14-2B), 10° fois supérieure à 
celle des substrats correspondants contenant un résidu Phe. Inver- 
sement, la chymotrypsine catalyse l'hydrolyse de substrats qu'elle 
coupe après un résidu Phe, Trp ou Tyr avec une efficacité 10* fois 


supérieure à celle des substrats correspondants contenant un résidu 
Lo 
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FIGURE 15-21 Les résidus du site actif de la chymotrypsine. L'orien- 
tation de la représentation est à peu près celle de la Fig. 15-20. La triade 
catalytique est constituée de Ser 195, His 57 et Asp 102. {D'après 

Blow, D.M. et Steitz, T.A., Annu. Rev. Biochem. 39, 86 (1970).] 


Malgré ce qui précède, le remplacement dans la trypsine de 
Asp 189 par Ser (DI89S) obtenu par mutagénèse par William Rut- 
ter, ne confère pas à la trypsine mutée la spécificité de la chymo- 
trypsine, mais donne une protéase de faible activité non spécifique. 
De plus, même le remplacement des trois autres résidus de la 
poche de spécificité de la trypsine par ceux de la chymotrypsine ne 
donne pas une enzyme plus efficace. Cependant, la trypsine donne 
une enzyme raisonnablement active de type chymotrypsine si, en 
plus des modifications précédentes (désignées par S1), ses deux 
boucles de surface qui relient les côtés de la poche de spécificité, 
LI (résidus 185-188) et L2 (221-225) sont remplacées par celles 
de la chymotrypsine (mutant appelé Tr->Ch{S1 + L1 + L2]). Bien 
que cette enzyme mutée possède toujours une faible affinité pour 
ses substrats, X4, la mutation supplémentaire Y172W dans une 
troisième boucle de surface donne une enzyme (Tr—Ch[S1 + LI 
+ L2 + Y172W)]) qui a 15 % de l'activité catalytique de la chymo- 
trypsine. Curieusement, ces boucles, dont les séquences sont bien 
conservées dans chaque enzyme, ne sont des constituants structu- 
raux ni de la poche de spécificité ni des sites de liaison du substrat 
de la chymotrypsine ou de la trypsine (Figure 15-20a). 

Charles Craik et Robert Fletterick ont soigneusement comparé 
les structures par rayons X de la chymotrypsine et de la trypsine 
avec celles des enzymes mutées Tr—Ch[SI + L1 + L2] et 
Tr—Ch{[S1 + LI + L2 + Y172W] associées à un inhibiteur chlo- 
rométhyl cétone contenant une Phe. Cette étude a révélé la base 
structurale de la spécificité de substrat de la chymotrypsine et de 
la trypsine. Une catalyse efficace par les protéases à sérine exige 
l'intégrité structurale du site actif de l'enzyme et une position adé- 
quate de la liaison scissile du substrat par rapport à la triade cata- 
lytique et aux autres constituants du site actif (voir ci-dessous). Les 
mutations décrites ci-dessus n'affectent ni la structure de la triade 
catalytique ni celle des régions du site actif qui lient le groupement 
partant du substrat (le peptide du côté C-terminal de la liaison scis- 
sile). Cependant, la conformation principale de la chaîne latérale 


Aa la ler DL anmassale fret Léatlis loue liafonme bhesdamads,s passes 


le squelette du troisième résidu précédant la liaison scissile du sub- 
strat dans une disposition rappelant un feuillet B plissé antiparal- 
lèle) diffère dans la chymotrypsine et la trypsine et adopte une 
structure du type chymotrypsine dans les deux protéines hybrides. 
Il est clair que si Gly 216 adoptait une conformation du type tryp- 
sine, la liaison scissile dans les substrats contenant une Phe serait 
mal orientée pour une catalyse efficace. Ainsi, bien que Gly 216 
soit conservée dans la trypsine et la chymotrypsine, la structure 
différente de la boucle L2 dans les deux enzymes maintient cette 
Gly dans des conformations distinctes. 

La boucle L1, qui interagit avec L2 dans la trypsine et la chy- 
motrypsine, est très désorganisée dans la structure par rayons X de 
Tr=Ch{S1 + L1 + L2]. Si l'on impose par modélisation une L1 de 
type trypsine dans Tr—Ch{S1 + L1 + L2] on constate un conflit 
stérique important avec la L2 de type chymotrypsine. Si donc une 
catalyse efficace par Tr—>Ch[S1 + LI + L2] exige une L1 de type 
chymotrypsine, c'est semble-t-il parce que L2 doit pouvoir adop- 
ter une conformation de type chymotrypsine. 

Le résidu 172 est situé à la base de la poche de spécificité. 
L'augmentation de l'affinité, pour le substrat, de Tr—Ch[S1 + 
Li + L2 + Y172W] par rapport à TrCh{S1 + L1 + L2] découle 
de réarrangements structuraux de cette région de l’enzyme causés 
par le fait que Trp est plus volumineux que Tyr et établit des 
liaisons hydrogène différentes. Ces modifications semblent amé- 
liorer à la fois la stabilité structurale de résidus constituant la 
poche de spécificité et leur spécificité pour des substrats du type 
reconnu par la chymotrypsine. Ces résultats constituent donc une 
sérieuse mise en garde pour les spécialistes de l'ingénierie géné- 
tique : les enzymes sont tellement bien assorties à leurs fonctions 
que leur modification par génie génétique a souvent des consé- 
quences imprévues. 


b. Relations évolutives parmi les protéase à sérine 

Nous savons que des homologies de séquence et de structure 
entre protéines sont révélatrices de relations évolutives (Sec- 
tions 7-3 et 9-6). Les grandes similitudes entre la chymotrypsine, 
la trypsine et l'élastase, indiquent que ces protéines ont évolué par 
duplications de gènes depuis une protéase à sérine ancestrale sui- 
vies par l'évolution divergente des enzymes qui en sont issues 
(Section 7-3C). 

Plusieurs protéases à sérine de sources variées ont fourni 
d'autres renseignements sur les relations évolutives des protéases 
à sérine. La protéase A de Streptomyces griseus (SGPA) est une 
protéase à sérine bactérienne qui a la spécificité de la chymo- 
trypsine et qui présente beaucoup de similitudes structurales, 
malgré 20 % d'identité de séquence seulement, avec les protéases 
à sérine pancréatiques. Manifestement, le gène primordial de la 
trypsine est apparu avant la divergence entre procaryotes et euca- 
ryotes. 

On connaît trois protéases à sérine dont les structures primaire 
et tertiaire ne présentent pas de relation entre elles ou avec la chy- 
motrypsine mais qui néanmoins, contiennent des triades cataly- 
tiques à leur site actif dont la structure est très proche de celle du 
site actif de la chymotrypsine : 

1. La subtilisine, une endopeptidase isolée pour la première 
fois de Bacillus subtilis. 

2. La sérine carboxypeptidase II de germe de blé, exopepti- 
dase dont la structure est étonnamment identique à celle de la car- 
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FIGURE 15-22 Représentation schématique montrant les positions 

relatives des résidus du site actif dans les structures primaires de la 
subtilisine, de La chymotrypsine, de la sérine carboxypeptidase II et 
de la protéase ClpP. Les squelettes peptidiques de Ser 214, Trp 215, et 
Gly 216 de la chymotrypsine, et leurs contreparties dans la subtilisine, 

participent à des interactions de liaison du substrat. [D'après Robertus, 

J.D., Alden, R.A., Birktoft, J.J., Kraut, J., Powers, J.C., et Wilcox. PE. 
Biochemistry 11, 2449 (1972).] 


boxypeptidase A (Figure 8-19a) même si cette dernière protéase a 
un mécanisme catalytique complètement différent de celui des pro- 
téases à sérine (voir Problème 3). 


3. La ClpP d'E. Coli, dont la fonction est de dégrader des pro- 
téines cellulaires (Section 32-6B). 


Puisque l’ordre des résidus correspondants des sites actifs dans les 
quatre types de protéases à sérine est totalement différent au sein 
des séquences polypeptidiques (Fig. 15-22), if semble tout à fait 
improbable qu'elles soient issues d'une protéase à sérine ances- 
trale commune. Ces protéines sont un exemple remarquable d'évo- 
lution convergente : la nature semble avoir découvert de façon 
indépendante le même mécanisme catalytique au moins quatre 
fois. (De plus, la protéase du cytomégalovirus humain, une pro- 
téine requise pour la réplication du virus et qui ne ressemble en 
rien aux protéases décrites ci-dessus, possède dans son site actif un 
résidu Ser et un résidu His dont les positions relatives sont sem- 
blables à celles dans les autres protéases à sérine, mais pas de 
résidu Asp; il s'agirait donc ici d’une dyade, et non pas d'une 
triade, catalytique.) 


C. Mécanisme catalytique 


Les homologies très importantes du site actif des diffférentes pro- 
téases à sérine sienifient au’elles ont toutes le même mécanisme 
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catalytique. Sur la base de quantité de données chimiques et struc- 
turales provenant de nombreux laboratoires, le mécanisme cataly- 
tique suivant, donné ici pour la chymotrypsine, a été formulé pour 
les protéases à sérine (Fig. 15-23): 


L. Une fois que la chymotrypsine s'est liée au substrat pour 
former le complexe de Michaelis, Ser 195 nucléophile attaque le 
groupement carbonyle de la liaison peptidique scissile pour for- 
mer un complexe appelé intermédiaire tétraédrique (catalyse 
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FIGURE 15-23 Mécanisme catalytique des protéases à sérine, La 
réaction implique (1) l'attaque nucléophile, par la Ser du site actif, de 


l'atome de carbone du carbonyle de la liaison scissile pour former l'inter- 


médiaire tétraédrique : (2) la décomposition de l'intermédiaire tétra- 
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acide grâce à l'His polarisé par Asp du site actif, suivie de la libération 
du produit amine et de son remplacement par une molécule d'eau ; (3) la 
réaction 2 en sens inverse pour former un deuxième intermédiaire tétra- 
édrique, et (4) la réaction 1 en sens inverse pour former le produit ear- 
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covalente) ; cette étape est la réaction limitante du processus, Des 
études par rayons X ont montré que Ser 195 se trouve en position 
idéale pour réaliser cette attaque nucléophile (effets de proximité 
et d'orientation). Le noyau imidazole de His 57 capte le proton 
libéré, formant ainsi un ion imidazolium (catalyse générale 
basique). Cette étape est facilitée par l'effet de polarisation de l'ion 
carboxylate non solvaté de Asp 102, lié par liaison hydrogène à 
His 57 (catalyse électrostatique ; voir Section 15-3D). Le rempla- 
cement par mutagénèse de Asp 102 de la trypsine par Asn ne 
change pas significativement le K!,, de l'enzyme à pH neutre, mais 
la valeur de son k., tombe à <0,05 % de celle de l'enzyme sau- 
vage. Des études par diffraction de neutrons ont montré que Asp 
102 reste sous forme d'ion carboxylate plutôt que de récupérer un 
proton de l'ion imidazolium pour donner un groupement carboxy- 
lique non chargé. L'intermédiaire tétraédrique est bien caractérisé, 
même si sa durée de vie n'est que transitoire. Nous allons voir que 
l'essentiel du pouvoir catalytique de la chymotrypsine est dû à sa 
liaison préférentielle à l'état de transition (catalyse par liaison à 
l'état de transition). 

2. L'intermédiaire tétraédrique se décompose pour donner un 
intermédiaire acyl-enzyme grâce à l'énergie fournie par le départ 
d'un proton du N3 de His 57 (catalyse générale acide), Le grou- 
pement amine partant (R’NH,, la nouvelle partie N-terminale de La 
chaine polypeptidique clivée) est libéré de l'enzyme et remplacé 
par une molécule d'eau du milieu. 

3 & 4. L'intermédiaire acyl-enzyme (qui serait très stable en 
absence d'enzyme) est rapidement désacylé par un processus qui 
fait intervenir essentiellement les mêmes réactions que précédem- 
ment en sens inverse, puis le produit carboxylate résultant est 
libéré (la nouvelle partie C-terminale de la chaîne polypeptidique 
clivée), régénérant ainsi l'enzyme sous sa forme active. Dans ce 
processus, l'eau est l'agent nucléophile et Ser 195 le groupe par- 
tant. 


D. Vérification du mécanisme catalytique 


La formulation du modèle précédent pour la catalyse des protéases 
à sérine a suscité de nombreux travaux de vérification. Dans cette 
section nous présenterons plusieurs de ces études parmi les plus 
convaincantes. 


a. L'intermédiaire tétraédrique est imité dans un complexe 

entre la trypsine et l’inhibiteur de la trypsine 

L'une des preuves structurales les plus convaincantes de l'exis- 
tence de l'intermédiaire tétraédrique a été donné par Robert Huber 
dans l'étude par rayons X du complexe entre l'inhibiteur pan- 
créatique bovin de la trypsine (BPTI) et la trypsine, Le BPTI, 
protéine de 58 résidus dont nous avons étudié le mécanisme de 
repliement dans la Section 9-1C, se lie à la trypsine et l'inactive ; 
cette inactivation empêche toute trypsine prématurément activée 
dans le pancréas de digérer l'organe (voir Section 15-3E). Le BPTI 
se lie à la région du site actif de la trypsine sur une interface for- 
tement compactée qui établit des liaisons croisées via un réseau 
complexe de liaisons hydrogène. La constante d'association du 
complexe (K, = 10!? M!) est l'une des plus élevées connues, ce 
qui démontre l'importance physiologique du BPTL 

La région du BPTI en contact avec le site actif de la trypsine 
ressemble au substrat lié. La chaîne latérale Lys 151 (« 1» symbo- 
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lise les résidus du BPTI, ce qui les différencie de ceux de la tryp- 
sine) du BPTI occupe la poche de spécificité de la trypsine 
(Fig. 15-24a) et la liaison peptidique entre Lys 151 et Ala 161 vient 
se placer comme si c'était la liaison peptidique scissile (Fig. 14- 
24b). Le plus remarquable dans cette structure, c'est la conforma- 
tion prise par son complexe au niveau du site actif, qui aboutit à 
l'intermédiaire tétraédrique : l'oxygène de la chaîne latérale de 
Ser 195 de la trypsine, la Ser active, est en contact à une distance 
inférieure au contact de van der Waals, soit 26 À, avec le carbone 
du carbonyle déformé en forme de pyramide de la liaison pepiti- 
dique « scissile » du BPTI. Malgré ce contact étroit, la réaction 
protéolytique ne peut aller au-delà de ce stade en raison de la nigi- 
dité du complexe au niveau du site actif et de son caractère telle- 
ment hermétique que le groupement « partant» ne peut partir et 
que l'eau ne peut y accéder. 

Les inhibiteurs de protéases sont fréquents dans la nature, où 
ils assurent des fonctions de protection et de régulation. Par 
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FIGURE 15-24 Le complexe trypsine-BPTL (a) Structure par rayons X 
sous forme d'un dessin en coupe obtenu par ordinateur montrant com- 
ment la trypsine (rouge) se lie au BPTI (vert). La protusion verte qui 
pénètre dans la cavité rouge près du centre de la figure représente La 
chaîne latérale de Lys 151 occupant la poche de spécificité de la trypsine. 
Noter comment ces deux protéines s'ajustent bien. [Avec la permission 
de Michael Connolly, New York University.] (b) La Ser 195 de la tryp- 
sine, la Ser active, est en contact à une distance inférieure à celle d'un 
contact de van der Waals avec le carbone du carbonyle de la liaison scis- 
sile du BPTI, qui se trouve déformé en pyramide vers la Ser 195, La 
réaction protéolytique normale semble bloquée quelque part le long du 
trajet réactionnel entre le complexe de Michuelis et l'intermédiaire tétra- 
éttriaue. 
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exemple, certaines plantes libèrent des inhibiteurs de protéases 
en réponse à des morsures d'insectes, obligeant ainsi l’insecte 
agresseur à jeûner en inactivant ses enzymes de digestion. Sur 
les 200 protéines contenues dans le sérum sanguin, près de 10 % 
sont des inhibiteurs de protéases. Par exemple, l'inhibiteur de 
l'a;-protéinase, sécrété par le foie, inhibe l'élastase leucocy- 
taire (les leucocytes font partie des globules blancs; on pense 
que l'élastase leucocytaire est impliquée dans les processus 
inflammatoires). Des variantes pathologiques de l'inhibiteur de 
l'a,-protéinase dont l'activité est réduite, sont à l'origine de 
l'emphysème pulmonaire, maladie dégénérative des poumons 
due à l’hydrolyse de ses fibres élastiques. Les fumeurs souffrent 
aussi d'une activité réduite de leur inhibiteur de l'&,-protéinase 
en raison de l'oxydation du résidu Met de son site actif, Le 
retour à 100 % de l’activité de l'inhibiteur n'a lieu que plusieurs 
heures après qu'ils aient fumé. 


b. Les protéases à sérine se lient préférentiellement à l’état 
de transition 
Des comparaisons détaillées de structures par rayons X de plu- 
sieurs complexes inhibiteur-protéase à sérine ont révélé un autre 
élément structural de base pour la catalyse par ces enzymes 
(Fig. 15-25): 


L. La déformation conformationnelle provoquée par la forma- 
tion de l'intermédiaire tétraédrique entraîne l'oxygène du carbo- 
nyle du peptide scissile plus profondément à l'intérieur du site 
actif, pour s'installer dans un site jusqu'alors inoccupé — le trou 
de l’oxyanion. 

2. Il forme alors avec l'enzyme deux liaisons hydrogène qu'il 
ne pouvait pas former tant que le groupement carbonyle était dans 
sa conformation trigonale normale. Joseph Kraut a été le premier 
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FIGURE 15-25 Stubilisation de l'état de transition des protéases à 
sérine, (a) Dans le complexe de Michaelis, le carbone trigonal du grou- 
pement carbonyle de la liaison peptidique scissile subit une contrainte 
conformationnelle qui l'empêche de se lier au trou de l'oxyanion (en 
haut, à gauche). (h) Dans l'intermédiaire tétraédrique, l'oxygène du car- 
bonyle de la liaison scissile (1° OAVARION] 2 PURES Gus 1e (eux 6e Long 
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à remarquer que ces deux donneurs de liaisons hydrogène enzy- 
matiques occupent des positions équivalentes dans la chymotryp- 
sine et dans la subtilisine. Il a suggéré l'existence de ce trou de 
l'oxyanion en supposant qu'une évolution convergente aboutisse à 
des sites actifs équivalents au plan fonctionnel, dans ces deux 
enzymes sans relation génique. 

3. De plus, la déformation tétraédrique permet la formation, 

autrement impossible, d'une liaison hydrogène entre l'enzyme et 
le groupement NH du squelette du résidu qui précède la liaison 
scissile. Par conséquent, l'enzyme se lie à l'intermédiaire tétra- 
édrique de préférence au complexe de Michaelis ou à l'intermé- 
diaire acyl-enzyme. 
C'est ce phénomène qui est en grande partie responsable de l'effi- 
cacité catalytique des protéases à sérine (voir ci-dessous). Si le 
DIPF est un inhibiteur si puissant des protéases à sérine, c'est 
parce que son groupement phosphate tétraédrique fait de ce com- 
posé un analogue de l'état de transition de l'enzyme. 


c. On a observé directement l'intermédiaire tétraédrique 
et l'attaque de l'intermédiaire acyl-enzyme par la 
molécule d’eau 
La plupart des réactions enzymatiques se déroulent beaucoup 

trop rapidement pour que leurs états intermédiaires puissent être 

étudiés par rayons X ou RMN. Il s’en suit que l'essentiel des nos 
connaissances sur la structure de ces états intermédiaires provient 
de l'étude de complexes enzyme-inhibiteur ou substrats-enzymes 
inactivées. Cependant, la pertinence structurale de tels complexes 
est mise en doute, précisément parce qu'ils sont catalytiquement 
inactifs. 

En vue de résoudre ce problème pour les protéases à sérine, 

Janos Hadju et Christopher Schofield ont recherché des complexes 
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squelette de Gly 193 et de Ser 195. La déformation conformationnelle 
résultante permet au groupement NH de la liaison peptidique qui précède 
la liaison scissile de former une liaison hydrogène, qui n'aurait pu se for- 
mer autrement, avec Gly 193. Les protéases à sérine se lient donc préfé- 
rentiellement à l'intermédiaire tétraédrique. [D'après Robertus, J.D., 
Kraut, J., Alden, R.A., et Birktoft, 1J., Biochemistry 11, 4302 (1972).] 
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peptide-protéase qui seraient stables à des pH auxquels la protéase 
est inactive, mais qui pourraient être activés en modifiant le pH. À 
cette fin, ils ont criblé par ESI-MS (Section 7-1J) des bibliothèques 
de peptides pour leur faculté de se lier à l’élastase pancréatique 
porcine à pH 3,5 (auquel His 57 est protonée et donc incapable 
d'agir en tant que base générale). Ils ont ainsi découvert que YPF- 
VEPI, un heptapeptide appelé BCM7 car dérivé de la B-caséine 
(une protéine du lait humain), forme avec l'élastase un complexe 
dont la masse est compatible avec la formation d'une liaison ester 
entre BCM7 et l'enzyme. En présence de !*OH, à pH 7,5 (auquel 
l'élastase est active), le marqueur l*O est incorporé aussi bien dans 
BCM7 que dans le complexe élastase-BCM7, démontrant la réver- 
sibilité de la réaction de BCM7 avec l'élastase à ce pH. Des études 
de fragmentation par bombardement par atomes accélérés-spectro- 
métrie de masse en tandem (FAB-MS/MS ; Section 7-1J) ont de 
plus montré qu'après incubation de BCM7 avec l'élastase en pré- 
sence de OH, à pH 7,5, le marqueur !*O n'est incorporé que dans 
le résidu Ile C-terminal de BCM7. 

La structure par rayons X du complexe élastase-BCM7 à 
pH 7,5 (Fig. 15-26a) montre que le groupement carboxylique 
C-terminal de BCM7 forme de fait une liaison ester avec le grou- 
pement hydroxyle de la chaîne latérale de Ser 195 de l'élastase, 
pour donner l'intermédiaire acyl-enzyme attendu. De plus, cette 
structure par rayons X montre qu'une molécule d'eau est par- 
faitement disposée pour une attaque nucléophile sur la liaison 
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Asp102 


AIGURE 15-26 Structures par rayons X de l'élastase pancréatique 
porcine en complexe avec l'heptapeptide BCM7 (YPFVEPT). Les rési- 
dus de l'élastase sont indiqués selon le code à trois lettres et ceux de 
BCM7 selon le code à une lettre. (a) Le complexe à pH 5, Les résidus du 
site actif de l'enzyme et l’heptapeptide (dont les trois résidus N-1ermi- 
naux sont désorganisés) sont représentés en « boules et bâtonnets » avec 
C de l'élastase en vert, C de BCM7 en bleu-vent, N en bleu, O en rouge, 
S en jaune et et la liaison entre l'atome O de la Ser 195 et l'atome de 
carbone C-terminal de BCM7 en magenta. La molécule d'eau liée à l'en- 
zyme, qui semble prête pour l'attaque nucléophile de l'atome C du car- 
honvle de l'acvl.enrvme est renrésentée near une enhère oranvce !ese 
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ester (la distance entre cette molécule d'eau et l'atome de car- 
bone C-terminal de BCM7 est de 3,1 À, selon un axe quasi per- 
pendiculaire au plan du groupement acyle). La position de His 
57, uni par liaison hydrogène à cette molécule d'eau, est adé- 
quate pour lui enlever un proton, et ainsi l'activer pour l'attaque 
nucléophile (catalyse générale basique). L'atome O du carbonyle 
du groupement acyle occupe le trou de l'oxyanion de l’enzyme 
de sorte qu'il établit des liaisons hydrogène avec les atomes N 
des chaînes principales de Ser 195 et de Gly 193. Ceci est en 
accord avec des mesures spectroscopiques montrant que le gou- 
pement carbonyle de l'intermédiaire acyl-enzyme est en fait uni 
au trou de l’oxyanion par liaisons hydrogène. On a d’abord 
pensé que le trou de l’oxyanion ne fait que stabiliser l'état de 
transition d’oxyanion tétraédrique situé près de l'intermédiaire 
tétraédrique sur le trajet réactionnel de la catalyse. Il semble 
cependant que le trou de l’oxyanion a également pour fonction 
de polariser le groupement carbonyle de l'intermédiaire acyl- 
enzyme vers un Oxyanion (catalyse électronique). 

La réaction catalytique peut être déclenchée dans des cristaux 
du complexe élastase-BCM7 en les mettant dans un tampon à 
pH 9. Après 1 min, les cristaux sont rapidement congelés dans le 
N; liquide (—-196 °C), ce qui arrête la réaction enzymatique (se rap- 
peler que les mouvements des protéines, essentiels à la catalyse, 
cessent à cette basse température ; Section 9-4). La structure par 
rayons X d'un cristal ainsi congelé (Fig. 15-26b) montre que l'in- 


{b) 


Asp102 


lignes en traits gris interrompus représentent les liaisons hydrogène 
importantes pour la catalyse et la ligne en pointillés gris la trajectoire 
probable de La molécule d'eau liée lors de son attaque nucléophile de 
l'atome C du carbonyle du groupement acyle. (b) Le complexe après pas- 
sage à pH 9 pendant ! min suivi de congélation rapide dans l'azote 
liquide. Les différents groupements sont représentés comme en (a). Noter 
que la molécule d'eau de la Partie a est devenue un substituant hydroxyle 
(en orange) de l'atome C du carbonyle, donnant ainsi l'intermédiaire 
tétraédrique. [D'après des structures par rayons X dues à Christopher 
Schofield et Janos Hadju, University of Oxford, U.K. PDBid (a) IHAX 
et (h\ 1HA7 ] 
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térmédiaire acyl-enzyme s'est converti en intermédiaire tétra- 
édrique, dont l’oxyanion est resté, comme attendu, uni par liaisons 
hydrogène aux atomes N de Ser 195 et Gly 193. La comparaison 
de cette structure avec celle de l'intermédiaire acyl-enzyme montre 
que les résidus du site actif de l'enzyme ne changent pratiquement 
pas de place lors de la conversion de l'intermédiaire acyl-enzyme 
en intermédiaire tétraédrique. Cependant, le substrat peptidique, 
lui, doit modifier sa position pour des raisons stériques lorsque le 
groupement acyl trigonal plan se transforme en oxyanion tétra- 
édrique (comparer les Fig. 15-264 et 15-26b). En conséquence, 
plusieurs résidus de l'enzyme qui sont en contact avec le peptide 
mais éloignés du site actif changent également de position (non 
illustré dans la Fig. 15-26). 


d. Rôle de la triade catalytique : former des liaisons 
hydrogène à faible barrière énergétique 
Il a d'abord été postulé que la chaîne latérale de His 57 polari- 
sée par Asp 102 captait directement un proton de Ser 195, trans- 
formant ainsi son groupement —CH,0H faiblement nucléophile, 
en un ion alcoxyde —CH,0° très nucléophile : 
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Au cours de ce processus, la charge anionique de Asp 102 serait 
transférée, grâce à une tautomérisation de His 57, au Ser 195. La 
triade catalytique a donc été appelée à l'origine, réseau de relais 
de charges. Cependant, on a maintenant réalisé que ce mécanisme 
est impossible car un ion alcoxyde (pK 2 15) a une affinité pour 
un proton très supérieure à celle de His 57 (pK = 7, d'après des 
mesures par RMN). Comment Asp 102 peut-il donc rendre Ser 195 
actif par action nucléophile ? 

W.W. Cleland et Maurice Kreevoy d’une part, et John Gerlt et 
Paul Gassman d'autre part, ont trouvé une solution plausible à 
cette énigme. Les transferts de protons entre groupementss liés par 
liaison hydrogène (D—H :-: A) ne peuvent avoir lieu à des vitesses 
physiologiques raisonnables que si le p£ du donneur de protons 
n'est pas supérieur de 2 ou 3 unités de pH à celui de la forme pro- 
tonée de l'accepteur de protons (la valeur de la barrière cinétique, 
AG* pour la nrotonation d'un accenteur nar un donneur nlue 


basique augmente avec la différence entre les pK du donneur et de 
l'accepteur). Toutefois, quand les pK des groupements du donneur 
(D) et de l’accepteur (A) pour l'établissement d'une liaison hydro- 
gène sont presque égaux, la distinction entre eux n'a plus lieu 
d'être : l'atome d'hydrogène se trouve plus ou moins partagé entre 
eux (D:-*H:-" A), De telles liaisons hydrogène à faible barrière 
énergétique (LBHB) sont anormalement courtes et fortes (d'où 
leur autre nom : liaisons hydrogène courtes et fortes) : elles ont, 
comme cela a été montré en étudiant des composés modèles en 
phase gazeuse, des énergies libres d'association qui peuvent 
atteindre -40 à -80 kJ: mot! contre -12 à -30 kJ:mol-! pour des 
liaisons hydrogène normales (l'énergie de la liaison covalente D— 
H est comprise dans celle de la liaison hydrogène à faible barrière 
énergétique) et une longueur D:‘*A <2,55 À pour O—H:-:0 et 
<2,65 À pour N—H--:0 au lieu de 2,8 à 3,1 À pour les liaisons 
hydrogènes normales. 

Il est improbable que les LBHB existent en solution aqueuse 
diluée car les molécules d'eau, qui sont d'excellents donneurs et 
accepteurs de liaisons hydrogène, entrent efficacement en compé- 
tition avec D—H et A pour de telles liaisons. Cependant, les 
LBHB peuvent exister en solution non aqueuse et dans le site actif 
des enzymes qui excluent le solvant, c'est-à-dire l'eau. Ainsi, une 
« stratégie » enzymatique efficace consisterait à convertir une liai- 
son hydrogène faible du complexe de Michaelis en une forte liai- 
son hydrogène de l'état de transition, facilitant ainsi le transfert de 
protons tout en utilisant la différence d'énergie libre entre les liai- 
sons hydrogène normales et celles de faible barrière énergétique 
pour se lier préférentiellement à l'état de transition. En accord avec 
cette stratégie, Perry Frey a montré que le spectre de RMN de la 
liaison du proton de His 57 à Asp 102 dans la chymotrypsine (dont 
le décalage chimique vers les champs bas traduit un démasquage) 
est cohérent avec la formation d'une LBHB dans l'état de transi- 
tion (voir Fig. 15-25b; les pK des formes protonées de His 57 et 
de Asp 102 sont pratiquement égaux dans l'environnement 
anhydre du complexe du site actif). Ceci assure, sans doute, le 
transfert d’un proton de Ser 195 à His 57 comme dans le méca- 
nisme du réseau de relais de charges. De plus, une structure 
par rayons X à très haute résolution (0,78 À) de la subtilisine de 
Bacillus lentus par Richard Bott montre que la liaison hydrogène 
entre His 64 et Asp 32 de la triade catalytique a une 
longueur, anormalement courte, de 2,62 + 0,01 À pour la distance 
N°0 et que son atome H est pratiquement à mi-distance 
entre les atomes N et O (noter que cette structure par rayons X 
extrêmement précise pour une protéine est une des rares où l’on 
puisse observer les atomes H et mesurer les courtes distances 
D':'A). 

Plusieurs études comme celle-ci ont révélé l'existence de liai- 
sons hydrogène anormalement courtes dans des sites actifs d’en- 
zymes. Il est cependant beaucoup plus difficile de démontrer expé- 
rimentalement qu'elles sont anormalement fortes, comme on le 
postule pour les LBHB. De fait, plusieurs travaux sur des liaisons 
hydrogène anormalement courtes dans des composés organiques 
en solutions non aqueuses suggèrent que de telles liaisons ne sont 
pas particulièrement fortes, d’où d'âpres discussions sur le rôle des 
LBHB dans la catalyse. Si les enzymes ne forment pas de LBHB, 
reste à expliquer comment, dans les nombreux mécanismes enzy- 
matiques bien démontrés dont nous reparlerons, la base conjuguée 
d'un groupement acide peut enlever un proton à un groupement 
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e. L'activité catalytique d’une protéase à sérine découle 
principalement de la liaison préférentielle à l’état de 
transition 
Malgré ce qui précède, si on bloque l’action de la triade cata- 

lytique en méthylant spécifiquement His 57 en traitant la chymo- 

trypsine par du méthyl-p-nitrobenzène sulfonate, 
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on obtient une enzyme qui est un catalyseur relativement bon : il 
augmente la vitesse de la réaction d’un facteur de 2 x 10f par rap- 
port à la réaction non catalysée, alors qu'avec l'enzyme native, ce 
facteur est de l'ordre de 10", De même, les remplacements par 
mutation de Ser 195, His 57, ou même des trois résidus de la triade 
catalytique, donnent une enzyme qui multiplie la vitesse de la pro- 
téolyse d'un facteur de 5 X 10* par rapport à celle de la réaction 
non catalysée. Manifestement, la triade catalytique procure un 
nucléophile et est une source alternative et un puits de protons 
(catalyse générale acido-basique). Cependant, la majeure partie de 
l'augmentation de la vitesse par la chymotrypsine doit être attri- 
buée à sa liaison préférentielle à l'état de transition de la réaction 
catalysée. 


E. Les zymogènes 


La plupart des enzymes protéolytiques sont habituellement syn- 
thétisées sous forme de précurseurs inactifs plus longs appelés 
zymogènes (les précurseurs d'enzymes, au sens large, sont appe- 
lés proenzymes). En ce qui concerne les enzymes de la diges- 
tion, il est facile d'en comprendre la raison. Si ces enzymes 
étaient synthétisées sous leur forme active, ils digèreraient les 
tissus où ils sont synthétisés. La pancréatite aiguë, maladie dou- 
loureuse et quelquefois fatale qui peut être provoquée à la suite 
de traumatisme du pancréas, est caractérisée par une activation 
prématurée des enzymes de la digestion synthétisées dans cette 
glande. 


a. Les protéases à sérine sont activées par auto-catalyse 
La trypsine, la chymotrypsine, et l'élastase sont activées selon 
les mécanismes suivants : 


Trypsine. L'activation du trypsinogène, le zymogène de la tryp- 
sine, se fait par un processus en deux étapes quand le trypsinogène 
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peptidase (appelée anciennement entérokinase : N.d.T), protéase 
à sérine à un seul domaine transmembranaire située dans la 
muqueuse du duodénum, hydrolyse spécifiquement la liaison pep- 
tidique du trypsinogène Lys 15—Ile 16, excisant ainsi son hexa- 
peptide N-terminal (Fig. 15-27) pour donner l'enzyme active avec 
Île 16 en position N-terminale. Puisque ce clivage activateur 
concerne une liaison sensible à la trypsine (se rappeler que la tryp- 
sine clive après Arg ou Lys), la petite quantité de trypsine produite 
sous l’action de l'entéropeptidase va aussi catalyser l'activation, 
formant ainsi plus de trypsine etc. ; l'activation du trypsinogène est 
donc autocatalytique. 

Chymotrypsine, Le chymotrypsinogène est activé par clivage 
trypsique de sa liaison peptidique Arg 15—Ile 16, ce qui donne 
la chymotrypsine æ active (Fig. 15-28), laquelle subit ensuite 
une auto-lyse (ou auto-digestion) pour exciser spécifiquement 
deux dipeptides, Ser 14-Arg 15 et Thr 147-Asn 148, formant 
ainsi l'enzyme également active nommée chymotrypsine 
(appelée jusqu'à maintenant et ci-après la chymotrypsine). La 
signification biochimique de ce dernier processus reste énigma- 
tique. 

Élastase. La proélastase, le zymogène de l'élastase, est activé 
comme le trypsinogène par un simple clivage trypsique qui excise 
un petit polypeptide N-terminal. 


b. «Stratégies » biochimiques qui empêchent l'activation 

prématurée des zymogènes 

La trypsine active les procarboxypeptidases A et B et la pro- 
phospholipase A, pancréatiques (l’action de la phospholipase A, 
est décrite dans la Section 25-1), ainsi que les protéases à sérine 
pancréatiques. Une activation prématurée de la trypsine peut par 
conséquent déclencher une série d'événements qui conduiraient à 
l'auto-digestion du pancréas. La nature a donc mis au point un sys- 
tème de défense élaboré contre cette activation inopportune de la 
trypsine. Nous avons déjà vu (Section 15-3D) que l'inhibiteur pan- 
créatique de la trypsine se lie de façon pratiquement irréversible à 
toute trypsine formée dans le pancréas afin de l'inactiver. De plus, 
l'activation du trypsinogène catalysée par la trypsine (Fig. 15-27) 
se fait très lentement, probablement parce que son hexapeptide très 
conservé et porteur de plusieurs charges négatives repousse l’Asp 
en arrière de la poche de spécificité de la trypsine. Enfin, les zymo- 
gènes pancréatiques sont stockés dans des vésicules intracellu- 
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FIGURE 15-27 L'activation du trypsinogène en trypsine, L'excision 
protéolytique de l'hexapeptide N-terminal est catalysée par l'entéropepti- 
dase ou par la trypsine. La numérotation des résidus est celle du chymo- 
trypsinogène : Val 10 est en fait l'acide aminé N-terminal du trypsinogène 
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FIGURE 15-28 Activation du chymotrypsino- 


gène par clivages protéolytiques. Les chymo- 
trypsines % et @ sont toutes deux enzymatique- 
ment actives. 


(inactif) 


Chymotrypsine x 
(active) 


(active) 


laires appelées granules de zymogènes dont les parois membra- 
naires seraient résistantes à la dégradation enzymatique. 


c. Les zymogènes ont des sites actifs déformés 

Puisque les zymogènes de la chymotrypsine, de la trypsine et 
de l’élastase possèdent tous leurs résidus catalytiques, pourquoi ne 
sont-ils pas enzymatiquement actifs ? En comparant les structures 
par rayons X du trypsinogène avec la trypsine, et du chymotrypsi- 
nogène avec la chymotrypsine, on constate qu'après activation, le 
nouveau Île 16 qui se trouve à l'extrémité N-terminale se déplace 
de la surface de la protéine vers l'intérieur, où son groupement 
aminé cationique libre forme une paire ionique avec l'Asp 194 
anionique conservé (Fig. 15-21). Mis à part ce changement, les 
Structures des zymogènes ressemblent étroitement à leurs enzymes 
actives correspondantes. Cette ressemblance concerne également 
la triade catalytique, ce qui explique que ces zymogènes sont enzy- 
matiquement actifs, quoique très faiblement. Des comparaisons 
poussées entre zymogènes et enzymes correspondantes ont permis 
de comprendre cette faible activité des zymogènes : les poches de 
spécificité et les trous de l'oxyanion des zymogènes ne sont pas 
formés correctement ; par exemple, le NH amide de la Gly 193 de 
la chymotrypsine pointe dans la mauvaise direction pour pouvoir 
former une liaison hydrogène avec l'intermédiaire tétraédrique 
{voir Fig. 15-25). Ainsi, la très faible activité enzymatique des 
zymogènes vient de leur capacité limitée à se lier au substrat et à 
stabiliser l'intermédiaire tétraédrique, Ces résultats apportent des 
preuves supplémentaires en faveur du rôle de liaison à l'état de 
transition des protéases à sérine dans le mécanisme catalytique. 


4 M LA CONCEPTION DE MÉDICAMENTS 


Les progrès de la médecine au cours du siècle passé doivent 
être attribués, dans une large mesure, à la mise au point d'une très 
grande variété de médicaments qui ont fait disparaître ou reculer 
de nombreuses maladies. Ces médicaments comprennent les anti- 
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infectieuses), les agents anti-inflammatoires (qui diminuent les 
symptômes d'affections telles que l'arthrite), les analgésiques et 
les anesthésiques (qui ont rendu possible la chirurgie moderne), les 
agents qui réduisent l'incidence et la sévérité des attaques vascu- 
laires cardiaques et cérébrales, les anti , les antipsycho- 
tiques, les inhibiteurs de la sécrétion acide de l'estomac (qui pré- 
viennent les ulcères gastro-duodénaux), les antiallergiques et les 
antiasthmatiques, les immunosuppresseurs (indispensables pour la 
transplantation), les médicaments utilisés en chimiothérapie du 
cancer, etc. 

On sait que, chez les peuples primitifs, de nombreuses plantes 
indigènes et produits animaux furent identifiés soit pour leurs ver- 
tus, soit pour leurs effets toxiques. Malheureusement, lorsqu'elles 
étaient utilisées comme « remèdes », la plupart de ces substances 
étaient inefficaces ou même dangereuses. Il y eut bien, au cours 
des 2500 ans qui précèdent l'époque moderne, des tentatives spo- 
radiques de démarches rationnelles pour la découverte de médica- 
ments. Cependant, elles échouèrent parce qu’elles étaient fondées 
plutôt sur des théories fumeuses ou la superstition que sur l'obser- 
vation et l'expérimentation. Ainsi, d'après la doctrine des signa- 
tures, une plante qui ressemble à une partie du corps doit néces- 
sairement influencer cette même partie du corps. En conséquence, 
au début du vingtième siècle, à part les remèdes populaires, seuls 
trois médicaments étaient reconnus comme efficaces pour le trai- 
tement de maladies bien précises: (1) La digitaline (ou digi- 
toxine ; N.d.T.), un cardiotonique extrait de la feuille de digitale 
(Section 20-3A), était utilisée dans différentes affections car- 
diaques; (2) la quinine (Section 26-4A), obtenue à partir de 
l'écorce et des racines de l'arbre Cinchona, était utilisée pour trai- 
ter la malaria ; et (3) le mercure était utilisé pour traiter la syphilis 
(entraînant des effets secondaires souvent plus graves que les 
symptômes de la maladie). 11 fallut encore plusieurs décennies 
pour que le développement de la méthode scientifique, combiné 
avec l’accumulation des connaissances en physiologie, en chimie 
et en biochimie, débouche sur des techniques efficaces pour la 
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grande majorité des médicaments actuels furent découverts et mis 
au point au cours des trois dernières décennies. 

Dans cette section, nous présentons la méthodologie visant à 
mettré au point de nouveaux médicaments, ainsi que des notions 
de pharmacologie (la science des médicaments, y compris leur 
composition, leurs indications et leurs effets). La section se ter- 
mine sur l'histoire de l'un des plus grands succès de la recherche 
pharmaceutique moderne, la découverte des inhibiteurs de la pro- 
téase du virus du SIDA. 


A. Méthodologie en recherche pharmaceutique 


La plupart des médicaments agissent en modifiant la fonction d'un 
récepteur particulier dans l'organisme ou dans un pathogène 
ayant envahi celui-ci. Dans la plupart des cas, le récepteur est une 
protéine à laquelle le médicament se lie spécifiquement. Il peut 
s'agir d'une enzyme, d'un canal transmembranaire qui transporte 
une substance donnée dans la cellule ou hors de celle-ci (Cha- 
pitre 20) et/ou d'une protéine qui participe à une voie de signali- 
sation inter- ou intracellulaire (Chapitre 19), Dans tous ces cas, une 
substance qui module la fonction d'un récepteur en s'y liant est 
appelée agoniste, tandis qu'une substance qui se lie à un récepteur 
sans influencer sa fonction, mais bloque la liaison des agonistes est 
appelée antagoniste, La pharmacodynamie est la discipline qui 
traite des effets biochimiques et physiologiques des médicament et 
de leur mécanisme d'action. 


2. La recherche pharmaceutique est un processus 
complexe 

Comment découvre-t-on de nouveaux médicaments ? Pratique- 
ment tous ceux qui sont arrivés sur le marché au cours des dix der- 
nières années furent découverts en criblant, pour l'effet recherché, 
un très grand nombre de molécules synthétiques et de produits 
naturels. Lorsqu'on trouve un composé prometteur parmi ces der- 
niers, c'est d'habitude grâce au fractionnement de l'organisme qui 
le contient. Il s'agit souvent de plantes utilisées comme remèdes 
populaires pour soigner la maladie en question. Lors de ce premier 
criblage, il est exclu d'utiliser comme «cobayes» des patients 
atteints de cette affection li. Même le recours à des animaux de 
laboratoire, tels que cobayes, souris ou chiens (dans la mesure où 
ils pourraient servir de modèle pour la maladie à traiter), est trop 
coûteux pour tester les milliers de substances nécessaires. Pour ces 
raisons, l’on pratique d'abord des criblages in virro, où l'on éva- 
lue l'affinité de la substance étudiée pour une enzyme impliquée 
dans l'affection d'intérêt, sa toxicité pour une bactérie lorsqu'on 
recherche un nouvel antibiotique, ou encore ses effets sur une 
lignée, en culture, de cellules de mammifère. Cependant, dès que 
l'on peut se focaliser sur un nombre plus restreint de molécules 
candidates, l'on utilise des criblages plus sensibles tels que des 
tests sur animaux. 

Un médicament potentiel qui manifeste l'effet désiré est dit 
structure guide («lead compound »). Une bonne structure guide 
se lie à sa molécule cible avec une constante d'équilibre (écrite 
pour la dissociation), K,, < 1 1M. Une telle affinité est requise pour 
minimiser la liaison non spécifique du médicament à d'autres 
macromolécules dans l'organisme et pour faire en sorte qu'il ne 
faille en administrer que de faibles doses, Pour les inhibiteurs 
d'enzymes, la constante de dissociation est leur X, ou K° (Sec- 
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rer l'effet d'un médicament sont la CL,, qui est la concentration 
d'inhibiteur à laquelle l'enzyme n'a plus que 50 % de son activité ; 
la DE, dose d'un médicament requise pour produire l'effet thé- 
rapeutique dans 50 % des cas ; la DT, dose moyenne requise pour 
produire un effet toxique particulier chez l'animal; et la DL, 
dose moyenne requise pour tuer (dose léthale) 50 % des individus 
de l'échantillon. 

Pour un inhibiteur d'enzyme qui se conforme à la cinétique de 
Michaelis-Menten, l'on détermine la CL, en mesurant le rapport 
Vy/Vo pour plusieurs valeurs de {1}, [S] restant constant, où v, est la 
vitesse initiale de l’enzyme pour une concentration [1] d'inhibiteur. 
En divisant l'équation [14.24] par l'équation [14.38], c étant défini 


selon l'équation [14,37], on obtient 
mn  Ku+[S] Ku + [S] 
HONTE MCE … rot 
”, Gers Ki + E) + [S] 
Lorsque vA = 0.5 (50 % d'inhibition), 
[1] = [ICo] = ME + ei) (15.14) 


En conséquence, si l'on mesure v,/v, lorsque S << K,,, l'on peut 
dire que [Cl:] = K,. 

L'index thérapeutique d'un médicament est défini par DT 
/DE;, . à savoir le rapport de la dose toxique du médicament à celle 
qui produit l'effet désiré. 11 est bien sûr préférable qu'un médica- 
ment possède un index thérapeutique élevé, mais ceci n'est pas 
toujours possible. 


b. La cathepsine K est une cible pour des médicaments 
contre l’ostéoporose 

La mise au point des techniques de séquençage du génome 
(Section 7-2B), a permis de caractériser des dizaines de milliers de 
gènes inconnus et obtenir ainsi un nombre extraordinaire de cibles 
pharmaceutiques potentielles, Un bon exemple est celui de l'os- 
téoporose, une affection des femmes ménopausées et des hommes 
âgés qui se caractérise par la perte progressive de la masse osseuse, 
ce qui accroît la fréquence des fractures, en particulier celles du 
col du fémur, des vertèbres et du poignet. Le tissu osseux est com- 
posé d'une matrice protéique constituée à >90 % de collagène de 
type I (Section 8-2B), dans laquelle s'enchässent des cristaux fusi- 
formes ou aplatis d'hydroxyapatite, Ca,(PO,),0H. Les os ne sont 
pas le moins du monde des structures statiques. Ils sont le siège 
d'un remodelage permanent en vertu des actions opposées de deux 
types de cellules osseuses : les ostéoblastes, qui synthétisent la 
matrice organique de l'os dans laquelle se dépose la partie miné- 
rale ; et les ostéoclastes, qui solubilisent la matrice minérale en 
sécrétant des enzymes protéolytiques dans un « puits » extracellu- 
laire de résorption maintenu à pH 4,5. Cette solution acide dissout 
la partie minérale de l'os, exposant ainsi sa matrice protéique à la 
dégradation protéolytique. L'ostéoporose survient lorque la résorp- 
tion osseuse l'emporte sur la formation osseuse, 

En vue de rechercher des cibles pour le traitement de l'ostéo- 
porose, une bibliothèque d'ADNec (Sections 5-5E et 5-5F) fut pré- 
parée à partir d'un ostéoclastome (cancer dérivé d'ostéoclastes, 
qui sont des cellules très peu abondantes). Environ 4% de ces 
ADNc codaient une protéase inconnue, qui fut appelée cathepsine 
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somes). Des études plus poussées, tant sur ADNc que sur pro- 
téines, révélèrent que la cathepsine K n'est exprimée à un degré 
élevé que dans les ostéoclastes. L'examen microscopique d'ostéo- 
clastes marqués par des anticorps dirigés contre la cathepsine K 
montra que cette enzyme est localisée au point de contact entre les 
ostéoclastes et les puits de résorption. On montra ultérieurement 
que des mutations du gène codant la cathepsine K causent la pyc- 
nodysostose, une maladie héréditaire rare caractérisée par des os 
plus durs, mais fragiles, une petite taille, des déformations cr- 
niennes, et des ostéoclastes qui déminéralisent bien l'os, mais sont 
incapables d'en dégrader la matrice protéique. Manifestement, la 
fonction de la cathepsine K est de dégrader la matrice protéique de 
l'os. Cette enzyme est donc une cible potentielle attrayante pour la 
mise au point d’un médicament contre l'ostéoporose. 


c. Utilité des SAR et des QSAR pour la découverte de 

médicaments 

Une structure guide est un point de départ pour la mise au 
point de molécules plus efficaces. L'expérience a montré que 
même des modifications minimes d'un médicament candidat peu- 
vent entraîner d'importants changements de ses propriétés phar- 
macologiques. On peut ainsi ajouter sur différents atomes de la 
structure guide des groupements tels que méthyle, chloro, 
hydroxyle ou benzyle en vue d'améliorer sa pharmacodynamie. La 


logP 


logP 


FIGURE 15-29 Graphiques QSAR hypothétiques de log(1/C) en fonc- 
tion de log P pour une série de composés apparentés. (a) Graphique 
conforme à une équation linéaire. (b) Graphique conforme à une équation 
quadratique. 


plupart des médicaments actuellement sur le marché sont issus 
Chacun de la synthèse préalable de 5000 à 10 000 composés. Ceux- 
ci ne furent pas produits au hasard, mais bien sur base de tests d’ef- 
ficacité de dérivés successifs de la structure guide. Cette démarche 
a été systématisée sous le nom de relations structure-activité 
(SAR): il s’agit de déterminer, par synthèse puis criblage, quels 
sont les groupements d’une structure guide qui sont importants 
pour son action médicamenteuse, et quels sont ceux qui ne le sont 
pas. Par exemple, si un groupement phényle d'une structure guide 
établit des interactions hydrophobes avec une région plane de sa 
molécule réceptrice, l’hydrogénation de ce groupement pour en 
faire un cyclohexane non plan donnera un composé de moindre 
affinité pour ce récepteur. 

Une extension logique de ce concept est de le quantifier, pour 
déterminer une relation structure activité quantitative (QSAR). 
Cene idée est fondée sur l'hypothèse qu'il existe une relation 
mathématique simple entre l’activité biologique d'un médicament 
et ses propriétés physicochimiques. Par exemple, si l'hydrophobi- 
cité d’un médicament est importante pour son activité biologique, 
modifier ses substituants pour modifier son hydrophobicité chan- 
gera son activité. Une mesure de l'hydrophobicité d'une substance 
est son coefficient de partition, P, entre deux solvant non mis- 
cibles, l'octanol et l'eau, à l'équilibre : 


p concentration du médicament dans l’octanol (15.15) 
| concentration du médicament dans l'eau ‘ 


On peut désigner par 1/C l'activité biologique, où C est la concen- 
tration de médicament requise pour atteindre un niveau donné 
d'activité biologique (p. ex. Cl). Un graphique de log 1/C en 
fonction de log P (le recours aux logarithmes permet de regrouper 
les points sur une échelle raisonnable) pour un ensemble de déri- 
vés de la structure guide ayant des valeurs de log P assez rappro- 
chées donne souvent alors une relation linéaire (Fig. 15-294) que 
l'on peut exprimer par : 

te.) = k, log P + k [15.16] 
Ici, &, et k, sont des constantes, dont les valeurs optimales dans 
cette QSAR peuvent être déterminées par des logiciels d'ajuste- 
ment graphique. Pour des substances dont l'éventail des valeurs de 
log P est plus large, il est probable que la relation de log 1/C en 
fonction de log P passe par un maximum (Fig. 15-29b). Elle sera 
alors mieux décrite par l'équation quadratique : 


t(+) = kilog PŸ + klogP + k; [15.17] 


I n'y a bien sûr pas beaucoup de substances dont l’activité biolo- 
gique ne dépend que de l'hydrophobicité. Une QSAR peut donc 
tenir compte simultanément de plusieurs propriétés physicochi- 
miques des substituants, telles que valeurs de pK, rayons de van 
der Waals, énergie des liaisons hydrogène et conformation. La 
valeur des constantes de chacun des termes dans une QSAR 
informe sur la contribution du terme à l'activité du médicament. 
Le recours aux QSAR pour optimiser l'activité biologique d’une 
structure guide s'est montré très précieux pour la découverte de 
médicaments. 


d. Conception de médicaments fondée sur la structure 

Les progrès spectaculaires réalisés, depuis les années 1980, en 
vitesse et en précision pour déterminer la structure d'une macro- 
molécule par cristallographie par rayons X et par RMN (Sec- 
tion 8-3A) ont permis la conception de médicaments fondée sur 
la structure, une stratégie qui réduit considérablement le nombre 
de composés à synthétiser dans un programme de découverte phar- 
maceutique. Comme son nom l'indique, la conception de médica- 
ments fondée sur la structure (également appelée conception de 
médicaments rationnelle) se base sur la structure du complexe 
entre un médicament candidat et son récepteur pour orienter la 
mise au point de molécules plus efficaces. Une telle structure révè- 
lera, par exemple, la position des donneurs et des accepteurs de 
liaisons hydrogène dans un site de liaison du récepteur ainsi que 
les cavités de ce site dans lesquelles peuvent venir se loger des 
substituants à ajouter sur le médicament candidat afin d'augmen- 
ter son affinité pour le récepteur. À ces techniques de visualisation 
on associe souvent des outils de modélisation moléculaire tels que 
le calcul de la conformation d'énergie minimum d'un dérivé pro- 
posé, des calculs de mécanique quantique en vue de déterminer la 
distribution de ses charges et donc son interaction électrostatique 
avec le récepteur, et des simulations d'accostage d’un candidat 
inhibiteur « modélisé » dans le site de liaison du récepteur afin 
d'évaluer ses interactions possibles. Il s'agit d'une démarche ité- 
rative : on détermine la structure du complexe récepteur-molécule 
améliorée en vue de proposer une molécule modifiée dont les pro- 
priétés seront encore meilleures. 


e. Chimie combinatoire et criblage à haut débit 

Le développement des méthodes fondées sur les structures a 
fait penser qu'elles s'imposeraient dans le domaine. Cependant, 
l'apparition des techniques de chimie combinatoire permettant de 
synthétiser rapidement et à peu de frais un grand nombre de com- 
posés apparentés, combinées à la mise au point de méthodes robo- 
tisées de criblage à haut débit, a provoqué un retour de balancier 
vers la stratégie « fabriquer de nombreuses molécules et voir ce 
qu'elles font ». Un exemple bien connu est la synthèse en parallèle 
d'un grand nombre d'oligonucléotides différents sur une puce à 
ADN (Section 7-6B). De même, si une structure guide peut être 
synthétisée par étapes à partir de modules plus petits, on peut faire 
varier en parallèle les substituants de chacun de ces modules pour 
obtenir une bibliothèque de composés apparentés (p. ex. 
Fig. 15-30). 

Il existe plusieurs techniques pour la synthèse combinatoire, 
par un même procédé, de milliers de molécules apparentées. Alors 
que l'étude de l'importance d’un groupement hydrophobe à telle 
position d'une structure guide a pu conduire antérieurement à la 
synthèse individuelle de ses seuls dérivés éthyle, propyle et ben- 
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zyle, la synthèse combinatoire permet l'obtention de peut-être 
100 groupements différents à certe position, C'est évidemment une 
manière plus efficace de couvrir la palette des substituants pos- 
sibles et d'identifier un analogue intéressant inattendu. On en 
arrive même à associer les QSAR et les techniques de calcul en 
une « chimie combinatoire virtuelle » où des bibliothèques de com- 
posés sont «synthétisées » et «testées » par ordinateur, ce qui 
réduit encore le nombre de molécules à synthétiser réellement 
avant d'arriver à un médicament efficace. 


B. Introduction à la pharmacologie 


La mise au point in vitro d'un médicament candidat efficace n'est 
qu'une première étape, Pour être utile, un médicament doit non 
seulement provoquer l'effet désiré sur son récepteur cible isolé, il 
doit aussi atteindre ce récepteur où il se trouve dans l'organisme 
et à concentration suffisante sans provoquer d'effets secondaires 
inacceptables. 


a. Les différents aspects de la pharmacocinétique 

La voie d'administration d'un médicament la plus commode 
est par la bouche. Dans ce cas, le médicament doit franchir plu- 
sieurs obstacles redoutables avant d'atteindre sa cible : (1) il doit 
être chimiquement stable dans le milieu très acide (pH 1) de l'es- 
tomac et ne peut être dégradé par les enzymes de la digestion dans 
le tractus gastro-intestinal ; (2) il doit passer, de ce dernier, dans le 
courant sanguin et doit donc traverser plusieurs membranes cellu- 
laires; (3) il ne peut s'associer trop étroitement à d'autres sub- 
stances de l'organisme (p. ex. les médicaments lipophiles ont ten- 
dance à s'adsorber sur certaines protéines plasmatiques et à se fixer 
dans le tissu adipeux ; les anions peuvent être captés par des pro- 
téines du plasma, principalement l'albumine, et les cations par les 
acides nucléiques) ; (4) il doit résister à la modification chimique 
par la batterie d'enzymes, essentiellement hépatiques, dont la 
fonction est de détoxifier les xénobiotiques (substances étran- 
gères), comme exposé ci-dessous (noter que le sang qui draine 
l'intestin passe directement dans le foie par la veine porte, de sorte 
que le foie traite toutes les substances ingérées avant qu'elles n'at- 
teignent le reste de l'organisme) ; (5) il doit éviter une excrétion 
rénale trop rapide ; (6) il doit traverser les capillaires dans son tissu 
cible ; (7) si celui-ci est le cerveau, le médicament doit franchir la 
barrière hémato-encéphalique, qui interdit le passage de la plu- 
part des sustances polaires : et (8) s’il est dirigé vers un récepteur 
intracellulaire, il doit traverser la membrane plasmique et, éven- 
tuellement, d'autres membranes intracellulaires. La façon dont un 
médicament interagit avec ces différentes barrières est la pharma- 
cocinétique. Ainsi, la biodisponibilité d'un médicament (la 
mesure dans laquelle il atteint son site d'action, considéré d’habi- 


FIGURE 15-30 Synthèse combinatoire d'arylidènes 
diamides. L'utilisation, pour la synthèse, de 10 variantes 
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tude comme la circulation générale) dépend à la foie de la dose 
administrée et de sa pharmacocinétique. On peut bien sûr court- 
circuiter les barrières (1) et (2) en injectant le médicament [p. ex. 
certaines formes de pénicilline (Fig. 11-25) doivent être injectées 
car leur cycle B-lactame, essentiel à l'activité, est très sensible à 
l'hydrolyse acide], mais cette voie d'administration est indésirable 
à long terme. 

La pharmacocinétique et la pharmacodynamie étant également 
importantes pour l'efficacité d'un médicament candidat, ces pro- 
priétés doivent toutes deux être optimisées pour aboutir à un médi- 
cament d'intérêt médical. D'après les principes empiriques sui- 
vantes, énoncés par Christopher Lipinski et regroupés sous le nom 
de « règle des cinq de Lipinski», une substance sera peu absor- 
bée ou pénètrera difficilement si : 


1. Sa masse moléculaire est supérieure à 500 D. 


2. Elle possède plus de 5 donneurs de liaisons hydrogène 
(somme des groupements OH et NH). 


3. Elle possède plus de 10 accepteurs de liaisons hydrogène 
(somme des atomes N et O). 


4. Sa valeur de log P est supérieure à 5. 


Les médicaments candidats auxquels s'applique la proposition 1 
seront vraisemblablement peu solubles et ne traverseront que dif- 
ficilement les membranes cellulaires ; ceux conformes aux règles 2 
et/ou 3 seront sans doute trop polaires pour franchir les membranes 
cellulaires ; et ceux qui répondent à la règle 4 seront peu solubles 
en solution aqueuse et donc incapables d'atteindre la surface des 
membranes. Les médicaments les plus efficaces sont donc d'habi- 
tude le fruit d'un compromis : ils ne sont ni trop lipophiles, ni trop 
hydrophiles. De plus, la valeur de leur pK est le plus souvent com- 
prise entre 6 et 8, de sorte qu'aux pH physiologiques ils peuvent 
facilement adopter leurs formes non ionisée, pour traverser les 
membranes cellulaires, et ionisée, pour se lier à leur récepteur. 
Cependant, puisque la concentration d'un médicament au niveau 
de son récepteur dépend, comme nous l'avons vu, de différents 
facteurs, la pharmacocinétique d'un médicament candidat peut- 
être fortement influencée par des modifications chimiques, fussent- 
elles minimes. Des QSAR et autres méthodes de calcul ont été 
mises au point pour en prédire les effets, mais sans grand succès 
jusqu'à présent. 


b. La plupart des médicaments candidats sont rejetés en 
raison de leur toxicité ou effets secondaires indésirables 
Les derniers critères à satisfaire pour un médicament candidat 

sont la sécurité et l'efficacité chez l’homme. Ces propriétés sont 
d’abord évaluées chez l'animal, mais puisque animaux et humains 
peuvent réagir différemment vis-à-vis d'une molécule particulière, 
le médicament doit finir par faire l’objet d'essais cliniques chez 
l'homme. Aux États-Unis, ces tests sont contrôlés par la « Food 
and Drug Administration » (FDA) et comprennent trois phases de 
plus en plus complexes (et coûteuses) : 


Phase L Son but premier est de tester l’innocuité du médica- 
ment candidat, mais elle sert aussi à déterminer la dose, ainsi que 
le meilleur mode d'administration (p. ex. par la bouche ou par 
injection) et sa fréquence. Elle porte d'habitude sur un petit 
nombre (20-100) de volontaires saine ou porteurs de la malactie ei 


la molécule à tester est toxique (p. ex. en chimiothérapie du can- 
cer). 


Phase IL. On évalue ici l'efficacité du médicament chez 100 à 
500 malades volontaires et l’on précise la fourchette des doses tout 
en recherchant les effets secondaires. On recourt habituellement à 
des tests en simple aveugle, où le patient ignore s'il a reçu le 
médicament ou une substance contrôle. Celle-ci est le plus souvent 
un placebo (composé inerte dont l'aspect, le goût, etc., sont les 
mêmes que ceux du médicament candidat), mais, si la maladie 
risque d’être fatale, l'éthique exige que la substance contrôle soit 
le meilleur médicament connu jusque là. 


Phase LIL. Elle consiste à relever les effets indésirables décou- 
lant d’une administration prolongée tout en confirmant l'efficacité 
sur 1000 à 5000 patients. Il s’agit de comparer le médicament can- 
didat avec des substances contrôles sur base de l'analyse statis- 
tique de tests en double aveugle où ni le patient ni les cliniciens 
évaluateurs ne savent si tel patient a reçu le médicament testé ou 
la substance contrôle, ceci afin de minimiser le biais d'une éven- 
tuelle subjectivité de la part des évaluateurs. 


Actuellement, sur 5000 médicaments candidats faisant l'objet 
de tests précliniques, 5 seulement entrent en essais cliniques. En 
moyenne, un seul parmi ces cinq finit par être approuvé pour usage 
thérapeutique, 40 % environ dépassant la Phase I et la moitié de 
ceux-ci réussissant la phase II (la plupart des molécules qui entrent 
en phase II la réussissent). Ces dernières années, la partie précli- 
nique de la mise au point d'un médicament prenait environ 3 ans, 
la réussite des essais cliniques demandant 7 à 10 ans supplémen- 
taires. Le coût de ce processus ne cesse d'augmenter, si bien qu'il 
faut compter à peu près 300 millions de dollars pour mettre un 
nouveau médicament sur le marché. 

L'aspect le plus exigeant en temps et en moyens financiers de 
ce programme est le dépistage des rares réactions défavorables 
éventuelles. Il arrive malgré tout qu'un médicament doive être 
retiré du marché quelques années voire quelques mois seulement 
après y être arrivé, suite à la découverte d'effets secondaires graves 
inattendus chez 1 individu sur 10 000, par exemple (on parle d’es- 
sais cliniques de Phase IV lorsqu'il s'agit de rechercher et de 
contrôler de nouvelles applications pour un médicament déjà 
approuvé et mis sur le marché). Ainsi, en 1997 la FDA a retiré son 
agrément pour la fenfluramine (fen), 
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un médicament qu'elle avait approuvé en 1973 comme inhibiteur 
de l'appétit lors de courtes cures (quelques semaines) de perte de 
poids. On en arriva cependant à prescrire la fenfluramine à grande 
échelle et pour de longues périodes, et en association avec un autre 
anorexigène, la phentermine (phen; approuvée en 1959). Cette 
combhinmeon dite fen.nhen n'avait nac recu l'acrément de ln 


FDA, mais une fois un médicament approuvé pour une indication, 
un médecin peut le prescrire pour toute autre indication. La fen- 
fluramine fut retirée suite à la déclaration de plus de 100 cas d'at- 
teinte valvulaire cardiaque chez des sujets (principalement des 
femmes) qui avaient pris du fen-phen pendant une moyenne de 
12 mois (la phentermine ne fut pas retirée car c'était la fenflura- 
mine qui était en cause). Si cet effet secondaire n'avait pas été 
observé lors des essais cliniques sur la fenfluramine, c'est notam- 
ment parce qu'il s'agit d'une réaction extrêmement rare, qui 
n'avait donc pas été recherchée. 


c. Les cytochromes P450 métabolisent la plupart des 
médicaments 

Pourquoi un médicament bien toléré par la majorité des 
patients peut-il être si dangereux pour d'autres ? Ceci est dû à des 
différences individuelles de terrain génétique, stade de la maladie, 
prise éventuelle d'autres médicaments, âge, sexe et facteurs de 
l'environnement, Un exemple frappant est donné par les cyto- 
chromes P450, dont le rôle principal est la détoxification des 
xénobiotiques et l'élimination métabolique de la plupart des médi- 
caments. 

Les cytochromes P450 consituent une superfamille d'en- 
zymes à noyau hème que l'on trouve chez pratiquement tous les 
organismes, des bactéries aux mammifères [leur nom provient du 
pic caractéristique à 450 nm de leur spectre d'absorption lors- 
qu'on les fait réagir avec le CO dans leur état Fe(Il)]. Les 
humains en possèdent environ 100 isozymes ou isoformes 
(enzymes d'un même organisme similaires aux plans catalytique 
et structural, mais génétiquement distinctes), exprimées essen- 
tiellement dans le foie, mais aussi dans d'autres tissus (ces iso- 
zymes P450 sont désignées par les lettres « CYP » suivies par un 
nombre indiquant la famille, par une lettre majuscule indiquant 
la sous-famille, et souvent par un autre nombre; p. ex. 
CYP2D6). Ces monooxygénases (Fig. 15-31) qui, chez les ani- 
maux, sont enchâssées dans la membrane du réticulum endo- 
plasmique, catalysent des réactions du type 


RH + O;, + 2H° +2e == ROH + H,0 


Les électrons (e’) sont fournis par le NADPH, qui les transfère 
au noyau hème du cytochrome P450 par l'intermédiaire de l'en- 
zyme cytochrome P450 réductase. Ici, RH représente un grand 
nombre de substances en général lipophiles pour lesquelles les 
différents cytochromes sont spécifiques. Elles comprennent les 
hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAH, composés sou- 
vent cancérigènes présents dans la fumée de cigarette, les 
viandes grillées, et autres produits de la pyrolyse), les biphényls 
polycycliques (PCB, qui étaient utilisés couramment dans les iso- 
lateurs électriques et comme plastifiants, également cancéri- 
gènes), les stéroïdes (à la synthèse desquels les cytochrome P450 
participent ; Sections 25-6A et 25-6C), et de nombreux médica- 
ments, Les xénobiotiques sont ainsi convertis en dérivés plus 
hydrosolubles, ce qui favorise leur excrétion par les reins, De 
plus, les groupements hydroxyle néo-formés sont souvent conju- 
gués (par liaison covalente) enzymatiquement à des substances 
polaires comme l'acide glucuronique (Section 11-1C), la glycine, 
le sulfate, l'acétate, ce qui augmente encore leur solubilité en 
milieu aqueux. Les nombreux types de cytochromes P450 ren- 
contrés chez les animaux, qui diffèrent en termes de spécificité 
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FIGURE 15-31 Structure par rayons X du cytochrome P450,.,,, de 
Pseudomonas putida montrant la région de son site actif. Le grou- 
pement hème, la chaîne latérale de la Cys qui lie dans l'axe son atome 
de Fe et le thiocamphor, substrat lipophile de l'enzyme, sont en 
représentation « boules et bâtonnets » avec N en bleu, O en rouge, S 
en jaune, Fe en orange, les atomes C du groupement hème en vent, la 
chaîne latérale de la Cys qui le lie en bleu-vert, et le thiocamphor en 
vert pâle. Les liaisons impliquant le Fe sont en gris. {Fondé sur une 
structure par rayons X due à Thomas Poulos, University of Califomia 
at Irvine. PDBid SCPP.] 


pour le substrat (spécificités en fait assez larges et qui donc se 
superposent souvent), seraient apparus en réponse aux loxines 
produites par les plantes, vraisemblablement pour décourager les 
animaux à les consommer. 

Les interactions médicamenteuses sont souvent dues aux 
cytochromes P450. Par exemple, si le médicament A est méta- 
bolisé par (ou inhibe) une isozyme de cytochrome P450 qui 
métabolise le médicament B, l'administration concomitante de A 
et de B augmentera la biodisponibilité de B au dessus de la 
valeur atteinte si B avait été donné seul, inconvénient majeur si 
l'index thérapeutique de B est faible. Inversement, et c'est sou- 
vent le cas, si le médicament A augmente l'expression de l'iso- 
zyme de cytochrome P450 qui métabolise les médicaments A et 
B, l'administration concomitante de A et de B diminuera la bio- 
disponibilité de B. Ce phénomène fut découvert lorsqu'on 
constata que certains antibiotiques diminuent l'efficacité des 
contraceptifs oraux. De plus, si le métabolisme de B donne un 
produit toxique, sa transformation plus rapide peut donner lieu à 
des réactions défavorables. On sait par ailleurs que des polluants 
de l'environnement comme les PAH et les PCB induisent l'ex- 
pression d'isozymes de cytochromes P450 spécifiques et modi- 
fient ainsi la vitesse de métabolisme de certains médicaments. 
Enfin, des effets similaires peuvent survenir en cas de patholo- 
gie hépatique, et dépendent également de différences indivi- 
duelles et de l'influence de l'âge et du sexe en ce qui concerne 
la fonction hépatique. 

Bien que les cytochromes P450 semblent être apparus pour 
détoxifier et/ou éliminer des substances dangereuses, on connaît 
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plusieurs cas où ils transforment en agents toxiques des compo- 
sés relativement inoffensifs. Ainsi, l'acétaminophène (Fig. 15- 
32), analgésique et antipyrétique courant, est très sûr à dose thé- 
rapeutique (1,2 g/j chez l'adulte), mais très toxique à forte dose 
(>10 g). A dose thérapeutique, 95 % de l'acétaminophène est en 
effet glucurono- ou sulfo-conjugué sur son groupement —OH et 
donc facilement excrété. Les 5% restants sont convertis par un 
cytochrome P450 (CYP2EI) en acétimidoquinone (Fig. 15-32), 
laquelle est ensuite conjuguée au glutathion, un tripeptide (por- 
teur de la liaison rare y-amide) qui participe à de nombreux pro- 
cessus métaboliques (Section 26-4C). Cependant, à fortes doses 
d'acétaminophène, les voies de glucurono- et sulfo-conjuguaison 
sont saturées et cèdent la place à celle du cytochrome P450, Si 
le glutathion hépatique s'épuise plus vite qu'il n'est remplacé, 
l'acétimidoquinone, très réactionnelle, se conjugue alors plutôt 
aux groupements SH des protéines cellulaires, une hépato-toxi- 
cité souvent fatale. 

Chez les humains, de nombreux cytochromes P450 sont éton- 
namment polymorphes, car codés chacun par des variantes allé- 
liques qui donnent des enzymes dont l'activité métabolique vis-à- 
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ment d'un groupe ethnique à l'autre, conséquence évolutive pro- 
bable de la présence de toxines différentes dans l'alimentation. 
Le polymorphisme des cytochromes P450 entraîne des diffé- 
rences individuelles dans la vitesse de métabolisme de certains 
médicaments. Par exemple, si une variante de cytochrome P450 
est moins active, voire inactive, une dose en principe adéquates 
d'un médicament métabolisé normalement par ce cytochrome 
peut devenir toxique. Inversement, si l'activité d'un cytochrome 
P450 est augmentée (d'habitude suite à la duplication simple ou 
multiple du gène), l'effet thérapeutique ne sera obtenu qu'avec 
des doses anormalement hautes, avec le risque de réaction inop- 
portune si le médicament est métabolisé en un produit toxique. 
Plusieurs variantes de cytochrome P450 ont des spécificité de 
substrat modifiées et donnent donc des produits inattendus, qui 
peuvent également provoquer des effets secondaires indésirables. 
L'expérience a clairement démontré que le médicament totale- 
ment dépourvu d'effets secondaires indésirables n'existe pas. 
Cependant, la caractérisation des enzymes, et de leurs variantes, 
qui métabolisent les médicaments ainsi que l'apparition de 
méthodes de génotypage rapides et bon marché, devraient per- 
mettre d'adapter un traitement médicamenteux au profil génétique 
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C. La protéase du HIV et ses inhibiteurs 


Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), la seule épi- 

démie i au cours du vingtième siècle (elle fut 
décrite pour la première fois en 1981) et due à un agent pathogène 
inconnu auparavant, est causée par le virus de type I de l’immu- 
nodéficience humaine ou virus du SIDA (HEV-1 ; le HIV-2, virus 
très semblable qui provoque aussi le SIDA ne sera pas discuté ici). 
Le HIV-1, découvert en 1983, est un membre de la famille des 
rétrovirus, caractérisée indépendamment par David Baltimore et 
Howard Temin en 1970. Le génome des rétrovirus est un ARN 
simple brin qui se reproduit dans la cellule hôte par transcription 
de l'ARN en ADN double brin catalysée par la transcriptase 
réverse (Section 30-4C), une enzyme du virus, Cet ADN est 
ensuite inséré dans l'ADN chromosomique de la cellule hôte par 
l'intégrase, également une enzyme virale, et est répliqué en même 
temps que l'ADN cellulaire. Cependant, dans certaines conditions 
(pour le HIV-1, souvent une infection par un autre agent patho- 
gène), l'ADN rétroviral est transcrit, les protéines qu'il code sont 
exprimées et insérées ou ancrées dans la membrane plasmique de 
la cellule hôte, et de nouveaux virions (particules virales) sont pro- 
duits par bourgeonnement d'un fragment de membrane plasmique, 
couvert de protéines virales, qui englobe l'ARN du virus 
(Fig. 15-33). 

Le HIV-1 a un tropisme pour les cellules T auxiliaires, consti- 
tuants essentiels du système immunitaire (Section 35-2A), où il se 
réplique spécifiquement. Contrairement à la plupart des rétrovirus, 
le HIV-1 finit par tuer les cellules qui le produisent. Les cellules T 
auxiliaires dans lesquelles le HIV-1 se réplique activement sont 
souvent détruites par le système immunitaire, Cependant, celles où 
il est latent (son ADN n'y est pas transcrit) ne sont pas détectées 
par le système immunitaire et constituent donc un réservoir de 
HIV-1 (d’autres types de cellules contiennent aussi ce virus). Par 
conséquent, au cours des années qui suivent l'infection (pendant 
lesquelles on peut n'observer aucun symptôme), le système immu- 
nitaire de l'hôte s'épuise jusqu'à une détérioration telle que celui- 
ci est régulièrement victime d'agents pathogènes opportunistes qui 
finissent par le tuer, alors que des sujets au système immunitaire 
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normal y résistent parfaitement. C'est ce dernier stade de l'infec- 
tion par le HIV qu'on appelle SIDA. Sans traitement efficace, le 
SIDA est presque toujours fatal. On estime qu'en 2002 le SIDA a 
fait 30 millions de morts et qu'il y avait 42 millions de séroposi- 
tifs (nombre qui augmente à raison de 5 millions par an), essen- 
tiellement en Afrique sub-saharienne. En raison de cette catas- 
trophe mondiale, la caractérisation du HIV et la mise au point de 
mesures de lutte efficaces ont été plus rapides que pour tout autre 
pathogène au cours de l’histoire. 


a. Les inhibiteurs de la transcriptase réverse ne sont pas 
totalement efficaces 
Le premier médicament contre le SIDA à être approuvé par la 
FDA (en 1987) fut la 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT ; zido- 
vudine), 


HOCH,  T 
| 


H H 
H H 
_ + 
N=N=N H 


3'-Azido-3'-deoxythymidine 
(AZT; zidovudine) 


qui avait été synthétisée en 1964 comme anticancéreux (indication 
pour laquelle elle était efficace). L'AZT est un analogue de nucléo- 
side qui, après conversion enzymatique en triphosphate dans la cel- 
lule (la membrane plasmique est imperméable aux nucléosides tri- 
phosphate), inhibe la transcriptase réverse comme le font d’autres 
médicaments (Section 30-4C) approuvés par la FDA pour traiter le 
SIDA avant 1996. Malheureusement, ces agents ne font que retar- 
der la progression de l'infection par le HIV et ne l'arrêtent pas. 
Une raison en est qu'ils sont toxiques, essentiellement pour les 
précurseurs des cellules sanguines dans la moelle osseuse, et ne 
peuvent donc être pris à forte dose. Plus grave, la transcriptase 
réverse ne peut, contrairement à la plupart des autres ADN poly- 


FIGURE 15-33 Assemblage, bourgeonne- 
ment et maturation du HIV-1. SU désigne 
la glycoptotéine de surface gp120 et TM la 
protéine transmembranaire gp41. {D'après 
Turner, B.G, and Summers, MF, J. Mol. 
Biol. 285, 4 (1999).] 
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FIGURE 15-34 Les polyprotéines du HIV-1. (a) Organisation des poly- 
protéines gag et gag-pol du HIV-1. Les symboles sont MA : protéine de 
la matrice : CA : protéine de la capside ; NC : protéine de la nucléocap- 
side ; TF: protéine transmembranaire ; PR : protéase : RT : transcriptase 
inverse ; RN : ribonucléase ; IN : intégrase, (b) Séquences flanquant les 
sites de clivage par la protéase du HIV-1 (liaisons en rouge) indiqués 
dans la Partie (a). 


mérases (Section 30-2A), corriger ses erreurs et elle provoque 
ainsi fréquemment des mutations (environ une pour 10 pb, soit 
une par génome viral puisque celui-ci compte environ 10“ pb). Par 
conséquent, sous la pression sélective d'un médicament anti-SIDA 
tel que l'AZT, le récepteur cible du médicament évolue rapidement 
vers une forme résistante. 


b. Les polyprotéines du HIV-1 sont scindées par la 

protéase du HIV-1 

Comme les autres rétrovirus, le HIV-1 synthétise ses protéines 
sous la forme de polyprotéines, constituées chacune de plusieurs 
protéines en tandem (Fig. 15-34). Le HIV-I code deux polypro- 
téines, gag (55 kD) et gag-pol (160 kD), qui sont toutes deux 
ancrées à la membrane plasmique par myristoylation N-terminale 
(Section 12-3B). Ces polyprotéines sont ensuite séparées en leurs 
constituants protéiques sous l'action de la protéase du HIV-1, 
mais seulement après que cette enzyme se soit elle-même scindée 
de gag-pol. Ce phénomène ne survient qu'après le bourgeonne- 
ment du virion et sa séparation de la cellule hôte, et produit une 
profonde réorganisation structurale du virion (Fig. 15-33), Celle-ci 
transforme le virion de sa forme non infectieuse en forme patho- 
gène mature. Si la protéase du HIV-I est inactivée, par mutagenèse 
ou par un inhibiteur, le virion reste non infectieux. La protéase du 
HIV-1 est donc une bonne cible pour un médicament. 


c. Les protéases aspartiques et leur mécanisme 

catalytique 

La protéase du HIV-1 est un membre de la famille des pro- 
téases aspartiques (aussi appelées protéases acides), Ces 
enzymes doivent leur n nom au u fait qu “elles possèdent toutes un Asp 
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signature) Asp-Thr/Ser-Gly. Parmi les protéases aspartiques 
humaines on compte la pepsine, enzyme de la digestion sécrétée 
par l'estomac (sa spécificité est donnée au Tableau 7-2) et active à 
pH 1 (découverte par T. Schwann en 1825, elle fut la première 
enzyme identifiée); la chymosine (anciennement rennine), 
enzyme sécrétée par l'estomac surtout chez le nourrisson, qui 
scinde spécifiquement une liaison peptidique Phe-Met de la K- 
caséine, une protéine du lait, ce qui fait cailler celui-ci et facilite 
sa digestion (la chymosine de l'estomac de veau est utilisée depuis 
des millénaires pour faire du fromage) ; les cathepsine D et E, pro- 
téines lysosomiales qui dégradent les protéines cellulaires; la 
rénine, qui participe à la régulation de la pression sanguine et de 
l'homéostasie électrolytique (Fig. 15-35); et la B-sécrétase (aussi 
appelée mémapsine 2), protéine transmembranaire abondante 
dans le cerveau qui participe au clivage du précurseur amyloïde AB 
pour donner le peptide amyloïde B (AB), impliqué dans la maladie 
d'Alzheimer (Section 9-5B). De plus, de nombreux champignons 
secrètent des protéases aspartiques, ce qui pourrait favoriser l'in- 
vasion des tissus qu'ils colonisent. 

Les protéases aspartiques des eucaryotes sont des protéines 
monomériques d'environ 330 résidus. La structure par rayons X de 
la pepsine (Fig. 15-36a), très semblable à celles des autres pro- 
téases aspartiques, montre que cette protéine en forme de croissant 
contient deux domaines homologues en relation par une symétrie 
d'ordre deux environ (bien que cette symétrie ne concerne qu'à 
peu près 25 résidus des feuillets B centraux de chaque domaine). 
Chaque domaine contient, à la même position, l'Asp essentiel à la 
catalyse, D'après les structures par rayons X de complexes 
enzyme-inhibiteur de plusieurs protéases aspartiques, le substrat se 
lie dans une fente située entre les deux domaines et assez large 
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FIGURE 15-35 Rôle de la rénine dans le contrôle de la pression san- 
guine. La rénine catalyse le clivage protéolytique de l'angiotensinogène, 
polypeptide de 13 résidus, en anglotensine LE, polypeptide de 10 résidus. 
Cette dernière est ensuite clivée par l'enzyme de conversion de l'angio- 
tensine (ACE) en angiotensine II, polypeptide de 8 résidus qui, après 
liaison à ses récepteurs, provoque une vasoconstriction et (par le biais de 
l'aldostérone, N.d.T) une rétention rénale de Na° et d'eau, ce qui aug- 
mente la pression artérielle, Des efforts considérables ont donc été faits 
pour mettre au point des inhibiteurs de l'ACE ou de la liaison de l'angio- 
tensine à ses récepteurs vasculaires (N.d.T), lesquels sont à présent tous 
deux sur le marché pour traiter l'hypertension artérielle. 


feuillet B en extension. Les résidus Asp du site actif se trouvent à 
la base de cette fente (Fig. 15-36a). 


(a) 


FIGURE 15-36 Structure par rayons X de la pepsine. (a) Diagramme 
en ruban avec le domaine N-terminal (résidus 1-172) en couleur or, le 
domaine C-terminal (résidus 173-326) en bleu-vert, les chaînes latérales 
des résidus Asp du site actif en modèle « boules et bâtonnets » (C en vert 
et O en rouge), et la molécule d'eau liée à ces chaînes latérales des Asp 
représentée par une sphère, La protéine est vue avec ses deux parties cen- 
trales disenoxées eclon un axe de nseudlo-ordre deux inclinées de la verti- 
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Quel est le mécanisme catalytique des protéases aspartiques 
des eucaryotes ? En général, les enzymes protéolytiques ont trois 
constituants catalytiques essentiels : 


1. Un nucléophile qui attaquera l'atome C du carbonyle de la 
liaison peptidique scissile pour former un intermédiaire tétra- 
édrique (c'est Ser 195 qui exerce cette fonction dans la trypsine : 
Fig. 15-23), 

2. Un électrophile qui stabilisera la charge négative qui appa- 
raît sur l'atome O du carbonyle de l'intermédiaire tétraédrique (ce 
que font, dans la trypsine, les donneurs de liaison hydrogène qui 
bordent le trou de l’oxyanion, Gly 193 et Ser 195; Fig. 15-25). 

3. Un donneur de proton qui fera de l'atome N amide de la 
liaison peptidique scissile, un bon groupement partant (dans la 
trypsine, le groupement imidazolium de His 57 ; Fig. 15-23). 


La vitesse de réaction de la pepsine en fonction du pH (Sec- 
tion 14-4), suggère qu'elle possède deux groupements ionisables 
nécessaires à la catalyse, l'un de pK = 1,1 et l'autre de pX = 4,7, 
qui correspondent presque certainement aux carboxyles de ses 
résidus Asp essentiels. Au pH de l'estomac, le résidu Asp de 
pK = 4,7 est protoné et celui de pK = 1.1 est partiellement ionisé, 
ce qui suggère que ce dernier agit comme nucléophile pour former 
l'intermédiaire tétraédrique postulé. Cependant, on n'a jamais 
détecté d'intermédiare covalent entre une protéase aspartique et 
son substrat. 

Dans les protéases aspartiques des eucaryotes, les deux résidus 
Asp du site actif sont très proches et ils semblent former des liai- 
sons hydrogène avec une molécule d'eau qui les réunit et que l'on 
trouve dans plusieurs structures par rayons X de ces protéases 
(Fig. 1$-36b). Cette observation, ainsi qu'un ensemble de données 
enzymatiques et cinétiques, ont conduit Thomas Meek à proposer 


Asp 32 Asp 215 


(b) 


cale vers l'observateur, (b) Vue agrandie des résidus Asp du site actif 
avec la molécule d'eau qui leur est liée, et la longueur (en À) des liaisons 
hydrogène probables (fines lignes grises). Les structures par rayons X 
d'autres protéases aspartiques montrent des distances interatomiques 
similaires. [Fondé sur une structure par rayons X due à Anita Sielecki et 
Michael James, University of Alberta, Edmonton, Canada, PDBid 4PEP.] 
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le mécanisme catalytique suivant pour les protéases aspartiques 
(Fig. 15-37): 

1. Un groupement carboxylate d'un Asp du site actif, agissant 
comme base classique, active cette molécule d'eau, appelée «eau 
lytique », pour l'attaque nucléophile, sous forme d'un ion OH”, du 
C du carbonyle de la liaison peptidique scissile, Le don d’un pro- 
ton (catalyse générale acide) par le deuxième Asp, qui n’était pas 
Chargé, du site actif, stabilise l'oxyanion qui se se formerait sans 
cela dans l'intermédiaire tétraédrique résultant. 

2. L'atome N de la liaison peptidique scissile est protoné par 
le premier Asp (catalyse générale acide), ce qui provoque, suite à 
un réarrangement de charges et transfert de proton au second Asp 
(catalyse générale basique), la coupure de la liaison amide. 


Les protéases acides sont inhibées par des composés possédant un 
atome de carbone tétraédrique à une position mimant une liaison 
peptidique scissile (voir ci-dessous). Il y a donc de fortes pré- 
somptions que ces enzymes lient préférentiellement leur état de 
transition (stabilisation de l'état de transition), ce qui stimule la 
catalyse. 
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FIGURE 15-37 Mécanisme catalytique des protéases aspartiques. 

(1) Attaque nucléophile de l'atome de carbone du groupement carbonyle 
de la linison peptidique scissile (vert) par la molécule d'eau (rouge) acti- 
vée par l'enzyme, pour former l'intermédaire tétraédrique. Cette étape de 
la réaction dépend de la catalyse générale basique par l'Asp de droite et 
dé la catalyse générale acide par l'Asp de gauche (bleu). 

(2) Décomposition de l'intermédiaire tétraédrique pour donner les pro- 
duits de la réaction suite à la catalyse générale acide par l'Asp de droite 


d. Les inhibiteurs de la protéase du HIV-1 sont des agents 

anti-SIDA efficaces 

La protéase du HIV-1 est un homodimère de sous-unités de 99 
résidus, ce qui la différencie des protéases aspartiques des euca- 
ryotes. Cependant, sa structure par rayons X déterminée indépen- 
damment en 1989 par Alexander Wlodawer, par Manual Navia et 
Paula Fitzgerald, et par Tom Blundell, est très semblable à celle 
des protéases aspartiques des eucaryotes. Ainsi, la protéase du 
HIV-1 présente la propriété enzymatique inusitée où deux sous- 
unités identiques disposées symétriquement forment un site actif 
unique. Il est très possible que la protéase du HIV-1 ressemble à la 


{a) 


(b) 


FIGURE 15-38 Structure par rayons X de la protéase du HIV-1. 

(a) Isolée et (b) en complexe avec son inhibiteur, le saquinavir (voir Fig. 
15-41 pour sa formule de structure). Dans chaque structure, la protéine 
homodimérique est vue avec son axe de symétrie d'ordre deux disposé 
verticalement et est représentée en ruban, une unité couleur or, l'autre en 
bleu-vert. Les chaînes latérales des résidus Asp du site actif, Asp 25 et 
Asp 25’, ainsi que le saquinavir dans la Partie b, sont en « boules et 
bâtonnets » avec C en vert, N en bleu et O en rouge. Noter comment les 
« volets » formés par les épingles à cheveux (3 au sommet de l'enzyme 
non complexée se referment sur l’inhibiteur au sein du complexe avec le 
saquinavir, Comparer ces structures avec celle de la pepsine vue selon le 
même angle dans la Fig. 15-364, [Partie a basée sur une structure par 
rayons X due à Tom Blundell, Birkbeck College, London, U.K., et partie 
b basée sur une structure par rayons X due à Robert Crowther, Hoff- 


protéase aspartique ancestrale qui aurait évolué pour former, par 
duplication de gène, les enzymes des eucaryotes (bien que la pro- 
téase du HIV-1 convienne bien à la quantité limitée d'information 
génétique qu'un virus peut contenir). 

Une fois disponible la structure de la protéase du HIV-1, de 
nombreux laboratoires ont mis les grands moyens pour en trouver 
des inhibiteurs efficaces en thérapeutique. C'est ainsi qu'environ 
200 structures par rayons X et plusieurs par RMN ont été publiées 
pour la protéase du HIV-1 et ses mutants, et pour les protéases 
d'autres rétrovirus, concernant aussi bien ces enzymes isolées que 
leurs complexes avec un grand nombre d'inhibiteurs. La protéase 
du HIV-1 est sans doute la protéine la mieux étudiée au plan struc- 
tural. 
Les structures par rayons X de la protéase du HIV-I isolée 
(Fig. 15-38a) ou en complexe avec des inhibiteurs analogues de 
peptides (p. ex. Fig. 15-38b) ont été comparées. On constate que, 
lors de la liaison de l'inhibiteur, les « volets » en épingle à cheveux 
B qui ferment le « dessus » de la fente de liaison du substrat des- 
cendent d'au moins 7 À pour englober l'inhibiteur. Un tel inhibi- 
teur se lie à l'enzyme (dont la symétrie est d'ordre deux) dans une 
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conformation en extension de pseudosymétrie d'ordre deux, de 
sorte qu'il interagit avec l'enzyme un peu comme un segment dans 
un feuillet B (Fig. 15-39). Sur le « plancher » de la fente de liaison, 
chaque séquence signature (Asp 25-Thr 26-Gly 27) est située dans 
une boucle stabilisée par un réseau de liaisons hydrogène sem- 
blable à celui des protéases aspartiques des eucaryotes. L'inhibi- 
teur interagit avec l'enzyme via une liaison hydrogène avec le 
résidu Asp 25 du site actif. Cependant, contrairement aux pro- 
téases aspartiques des eucaryotes (Fig. 15-36b), aucune structure 
par rayons X de la protéase du HIV-1 ne contient une molécule 
d'eau à une distance de Asp 25 ou Asp 25° compatible avec une 
liaison hydrogène. Du côté « volets » de la fente de liaison, l'inhi- 
biteur interagit avec Gly 48 et Gly 48” et avec une molécule d'eau 
qui n’est pas le nucléophile réagissant, mais qui assure les contacts 
entre les volets et le squelette de l'inhibiteur. 

Bien que la protéase du HIV-1 scinde spécifiquement les poly- 
protéines gag et gag-pol en 8 endroits au total (Fig. 15-34b), ces 
sites n'ont d'autre caractéristique en commun que des résidus flan- 
quants non polaires et pour la plupart volumineux. En fait, des 
études de liaison indiquent que la spécificité de la protéase du 
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FIGURE 15-39 Disposition des liaisons hydrogène entre la protéase 
du HIV-1 et un substrat modèle. Dans la nomenclature utilisée ici, les 
‘résidus du polypeptide d'une sous-unité sont désignés par des nombres 
accentués pour les distinguer des résidus de l'autre sous-unité ; les rési- 


dus du substrat du côté N-terminal de la liaison peptidique scissile sont 
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résidus du substrat du côté C-terminal sont désignés par P;", P;',P;', 
en comptant vers l'extrémité C-terminale ; et les symboles S,, S;, S;, …, 
«sS,,S;,S,",…, désignent les sous-sites de liaison de résidus correspon- 
dants de l'enzyme, La liaison peptidique scissile est indiquée par une 
flèche, [D'après Wlodawer, À. et Vondrasek, J., Annu. Rev. Biophys, Bio- 
mini Crrurt 97 947 (1008) 1 
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FIGURE 15-40 Comparaison d'une liaison peptidique normale avec 
un choix de groupements (en rouge) d'isostères (analogues stéréochi- 


miques) de l'intermédiaire tétraédrique de réactions catalysées par 
des protéases aspartiques. 


HIV-I résulte des effets cumulatifs des interactions entre l’enzyme 
et les acides aminés aux positions P, et P'. Cependant, trois des 
peptides clivés par la protéase du HIV-1 possèdent la séquence 
Phe-Pro ou Tyr-Pro, lesquelles ne sont pas clivées par les protéases 
aspartiques humaines. Il est donc improbable que ces dernières 
soient inhibées par des inhibiteurs de la protéase du HIV-1 conte- 
nant des groupements qui ressemblent à un de ces dipeptides. 

Un inhibiteur efficace de la protéase du HIV-1 devrait ressem- 
bler à un substrat dont la liaison peptidique scissile est remplacée 
par un groupement que l'enzyme ne peut cliver. Un tel groupement 
devrait, si possible, augmenter l’affinité de l'enzyme pour l'inhi- 
biteur. Des molécules qui miment l'intermédiaire tétraédrique 
(Fig. 15-37), c'est-à-dire des analogues de l'état de transition, 
devraient convenir, C'est pourquoi quantité de tels groupements 
(Fig. 15-40) ont été étudiés en vue de la synthèse d'inhibiteurs de 
la protéase du HIV-1 efficaces au plan thérapeutique. 

Bien que la protéase du HIV-1 ait une forte affinité ôn vitro pour 
des inhibiteurs de type polypeptide, ces molécules ont une biodis- 
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FIGURE 15-41 Quelques inhibiteurs de la protéase du HIV-1 utilisés 
en clinique. Noter qu'en plus de son nom générique (chimique), chaque 
médicament possède un nom de marque de fabrique (ici entre paren- 
thèses) sous lequel il est mis sur le marché. 


digestion) et une pharmacocinétique peu favorable (elles ne tra- 
versent pas facilement les membranes cellulaires). Pour obtenir 
des inhibiteurs de la protéase du HIV-1 d'intérêt thérapeutique on 
s’est donc tourné vers des peptidomimétiques, qui miment les 
peptides quant à leurs propriétés stériques, voir physiques, mais 
pas chimiques. De plus, on peut imposer à de telles substances des 
contraintes conformationnelles impossibles à obtenir avec le poly- 
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Début 2003, la FDA avait déjà approuvé six inhibiteurs de la 
protéase du HIV-1 (Fig. 15-41), dont le premier, le saquinavir, 
l'était depuis fin 1995. Ces peptidomimétiques ont des Cl, contre 
le HIV en culture de 2 à 60 nM, mais peu ou pas d'activité 
(K, > 10 M) contre les protéases aspartiques humaines. Ce sont 
les premiers médicaments qui prolongent la survie des victimes du 
SIDA. La mise au point de chacun d'eux fut un processus itératif 
complexe exigeant la conception, la synthèse et l'évaluation d'un 
grand nombre de molécules apparentées. Dans plusieurs cas, ces 
recherches ont tiré parti de l'expérience acquise lors de la mise au 
point d'inhibiteurs peptidomimétiques de la rénine, une autre pro- 
téase aspartique, et ont puisé dans les réserves de composés syn- 
thétisés à cette occasion. 

Tous les inhibiteurs de la protéase du HIV-1 approuvés par la 
FDA commencent par provoquer une chute rapide et prononcée de 
la charge en HIV dans le plasma du patient, souvent accompagnée 
d’un rétablissement du système immunitaire, Cependant, comme 
avec les inhibiteurs de la transcriptase réverse, on voit apparaître, 
d'habitude dans les 4 à 12 semaines, des formes mutantes de la 
protéase qui résistent à l’inhibiteur administré, De plus, elles résis- 
tent souvent aussi aux autres inhibiteurs de cette protéase, car tous 
ces inhibiteurs sont dirigés contre le même site de liaison de la pro- 
téase du HIV-1. Ceci a conduit à proposer une polythérapie, où un 
inhibiteur de la protéase du HIV-1 est administré avec un, ou plus 
souvent deux, inhibiteur(s) de la transcriptase réverse. Ainsi, tout 
virus devenu résistant à un de ces médicaments sera éliminé par 
les autres. De plus, le ritonavir, un inhibiteur de la protéase du 
HIV-1, inhibe puissamment des isoformes du cytochrome P450 
(CYP3A4, 5, 7) qui métabolisent d'autres inhibiteurs de cette pro- 
téase. On le prescrit donc à faible dose en association à un autre 
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inhibiteur de la protéase pour améliorer la pharmacocinétique de 
ce dernier. 

Chez de nombreux patients sous polythérapie, le virus devient 
rapidement indétectable dans le plasma et le reste pendant plu- 
sieurs années. Néanmoins, il ne s'agit pas de guérison. Si le trai- 
tement est interrompu, le virus réapparaît dans le plasma 
parce que certains tissus de l'organisme abritent des virus latents 
insensibles aux médicaments ou auxquels ceux-ci n'ont pas 
accès, Les médicaments anti-HIV disponibles doivent donc être 
pris à vie. 

La thérapie anti-HIV actuelle n'est évidemment pas idéale. 
Afin d'optimiser leur biodisponibilité, certains de ces médicaments 
doivent être pris bien avant les repas, d'autres pendant, d’autres 
après. Il faut respecter strictement cet horaire pour maintenir la 
biodisponibilité de chaque médicament au dessus d'un certain 
seuil, sous peine de voir apparaître des formes résistantes du virus. 
De plus, ces médicaments ont des effets secondaires importants, 
tels que fatigue, nausée, diarrhée, fourmillements et perte de sen- 
sibilité avec le ritonavir, et calculs urinaires avec l'indinavir. De 
nombreux malades du SIDA ne respectent donc pas leurs pres- 
criptions, ce qui augmente fortement la probabilité qu'ils devien- 
nent résistants aux médicaments et contaminent d'autres personnes 
avec des virus résistants. Enfin, les inhibiteurs de la protéase du 
HIV-1 sont des molécules complexes difficiles à synthétiser et 
donc assez coûteuses. Dans les pays du Tiers-Monde, où le SIDA 
fait le plus de ravages, les gouvernements et la plupart des patients 
n'ont pas les moyens de les acheter, même au prix coûtant. Il est 
donc important de mettre au point de nouveaux médicaments anti- 
HIV, bon marché et faciles à prendre et, idéalement, susceptibles 
d'éradiquer une infection par ce virus. 


a 
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1 M Mécanismes catalytiques La plupart des mécanismes de 
catalyse enzymatique ont leur équivalent dans les réactions cataly- 
tiques organiques, Les réactions par catalyse acide ou basique se font 
respectivement par protonation ou déprotonation d'un substrat afin 
de stabiliser le complexe de l'état de transition de la réaction. Les 
enzymes utilisent souvent des chaînes latérales d'acides aminés ioni- 
sables comme catalyseurs généraux acido-basiques, La catalyse 
covalente implique une attaque nucléophile du catalyseur sur le sub- 
strat pour former une liaison covalente transitoire suivie de la stabi- 
lisation électrophile d'une charge négative naissante de l'état de tran- 
sition de la réaction. Plusieurs chaînes latérales protéiques ainsi que 
certains coenzymes peuvent jouer le rôle de catalyseur par covalence. 
Les ions métalliques, constituants courants des enzymes, catalysent 
des réactions en stabilisant les charges négatives qui apparaissent 
selon un mécanisme apparenté à la catalyse générale acide. Les 
molécules d'eau liées à des ions métalliques sont de bonnes sources 
d'ions OH” à pH neutre. Les ions métalliques facilitent aussi les 
réactions enzymatiques en masquant les charges des substrats liés. 
La disposition des groupements chargés autour d'un site actif à 
faible constante diélectrique, qui assurent la stabilisation du com- 
plexe de l'état de transition, permet la catalyse électrostatique de la 
réaction enzymatique, Les enzymes catalysent les réactions en rap- 
orochant leurs euhetrate selon des orientations pronres à la réaction. 


La liaison des substrats à l'enzyme dans une réaction bimoléculaire 
gèle leurs mouvements relatifs, ce qui accélère la vitesse de la réac- 
tion, La liaison préférentielle de l'enzyme à l'état de transition plutôt 
qu'au substrat est un mécanisme important d'accélération de la 
vitesse deréaction. Des analogues de l’état de transition sont des 
inhibiteurs compétitifs puissants car ils se lient plus fortement à l'en- 
zyme que le substrat correspondant. 

2 M Le lysozyme Le lysozyme catalyse l'hydrolyse de liai- 
sons B(1—>4) du poly(NAG-NAM), le polysaccharide de la paroi de 
la cellule bactérienne, ainsi que celles du poly(NAG). D'après le 
mécanisme de Phillips, le lysozyme lie un hexasaccharide en entrai- 
nant la déformation de son cycle D vers une conformation demi- 
chaise de l'ion oxonium plan de l'état de transition. Il s'ensuit le 
clivage de la liaison C1—O1 entre les cycles D et E grâce à l'arri- 
vée d'un proton provenant de Glu 35. Finalement, l'état de transi- 
tion ion oxonium formé est stabilisé électrostatiquement par le grou- 
pement carboxylique de Asp 52 voisin, ce qui permet le 
remplacement du cycle E par OH” et la formation du produit hydro- 
lysé. Les rôles de Glu 35 et de Asp 52 dans la catalyse par le lyso- 
zyme ont été vérifiés par mutagenèse, De même, des études struc- 
turales et de liaison ont montré que la contrainte structurale joue un 
rôle catalytique majeur dans le cas du lysozyme. Cependant, la spec- 
troméric de masse et les structures par ravons X indiquent que la 
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réaction catalysée par le lysozyme passe par un intermédiaire cova- 
lent glycosyl-enzyme impliquant Asp 52, plutôt que par l'intermé- 
diaire non covalent ion oxonium postulé dans le mécanisme de Phil- 
lips. 

3 B Les protéases à sérine Les protéases à sérine constituent 
une classe très répandue d'enzymes protéolytiques caractérisées par 
la présence d'un résidu Ser réactionnel. Les enzymes de la digestion 
d'origine pancréatique que sont la trypsine, la chymotrypsine et 
l'élastase présentent des analogies de séquence et de structure mais 
ont des spécificités de chaine latérale différentes pour leur substrat. 
Elles ont toutes la même triade catalytique dans leurs sites actifs : 
Asp 102, His 57 et Ser 195, La différence de spécificité entre tryp- 
sine et chymotrypsine dépend, d'une manière complexe, de la struc- 
ture des boucles qui relient les bords de la poche de spécificité ainsi 
que des charges des chaînes latérales à la base de cette poche. La 
subtilisine, la sérine carboxypeptidase 11 et CipP sont des protéases 
à sérine non apparentées qui ont un site actif essentiellement de 
même géométrie que les enzymes pancréatiques. La catalyse des pro- 
téases à sérine débute par l'attaque nucléophile de la Ser active sur 
l'atome de carbone du carbonyle de la liaison scissile pour former 
l'intermédiaire tétraédrique, processus facilité par la formation d'une 
liaison hydrogène de faible barrière énergétique entre Asp 102 et 
His 57. L'intéermédiaire tétraédrique, stabilisé par sa liaison préfé- 
rentielle au site actif de l'enzyme, se décompose pour donner un 
intermédiaire acyl-enzyme grâce à l'arrivée d'un proton fourni par 
His 57 polarisée par Asp 102. Après le remplacement du groupe- 
ment partant par une molécule d'eau du solvant, le processus cata- 
lytique s'inverse pour donner le deuxième produit et régénérer l'en- 
zyme sous sa forme initiale. Le couple Asp 102-His 57 joue ainsi le 
rôle d'une navette à protons. La Ser active n'est pas particulièrement 
réactionnelle mais est en position idéale pour une attaque nucléo- 
phile sur la liaison peptidique scissile activée. La structure par 
rayons X du complexe BPTl-trypsine montre l'existence de l'inter- 
médiaire tétraédrique, tandis que celles du complexe élastase-hepta- 
peptide BCM7 montrent l'intermédiaire acyl-enzyme et l'intermé- 
diaire tétraédrique. 

Les protéases à sérine pancréatiques sont synthétisées sous forme 
de zymogènes afin d'éviter l'auto-digestion du pancréas. Le trypsino- 
gène est activé par un seul clivage protéolytique catalysé par l'entéro- 
peptidase. La trypsine ainsi formée active de la même manière le tryp- 
sinogène ainsi que le chymotrypsinogène, la proélastase et d'autres 
enzymes de digestion pancréatiques. La triade catalytique du trypsi- 
nogène est structuralement intacte. La très faible activité catalytique de 
ce zymogène est due à la déformation de sa poche de spécificité et de 
son trou de l'oxyanion, ce qui le rend incapable de se lier efficacement 
au substrat ou préférentiellement à l'état de transition. 

4 B La conception de médicaments Les médicaments agis- 
sent en se liant à des molécules réceptrices dont ils modifient ainsi 
la fonction. De nombreux composés susceptibles d'être des médica- 
ments, appelés structures guides, ont été découverts en criblant un 


grand nombre de substances pour leur efficacité thérapeutique dans 
des tests appropriés à la maladie que l'on veut traiter. Les structures 
guides sont ensuite modifiées chimiquement pour améliorer leur effi- 
cacité, notamment en déterminant les relations structure-activité 
(SAR) et les SAR quantitatives (QSAR). La conception de médica- 
ments basée sur la structure se fonde sur les structures par rayons 
X ou RMN de médicaments candidats en complexe avec leurs pro- 
téines cibles. On y associe des études par modélisation moléculaire 
pour orienter la recherche de meilleures molécules. Cependant, les 
nouvelles techniques de chimie combinatoire et de criblage à haut 
débit ont étendu à la recherche pharmacologique la stratégie « fabri- 
quez un très grand nombre de substances et testez-les», Pour 
atteindre leurs molécules cibles, les médicaments doivent avoir une 
bonne pharmacocinétique, c'est-à-dire traverser facilement les nom- 
breuses barrières physiques dans l'organisme, éviter la transforma- 
tion chimique par les enzymes, et ne pas être excrétés trop rapide- 
ment. La plupart des médicaments qui remplissent ces exigences ne 
sont ni trop lipophiles ni trop hydrophiles, de sorte qu'ils accèdent 
aux membranes, mais aussi peuvent les traverser. Il faut de nom- 
breux essais cliniques soigneusement planifiés pour déterminer la 
toxicité, la dose et l'efficacité des médicaments et pour dépister leurs 
effets indésirables éventuels, y compris les plus rares. L'inactivation 
métabolique de la plupart des médicaments implique leur hydroxy- 
lation oxydative par un, parmi unes centaine, des isozymes du cyto- 
chrome P450. Le médicament hydroxylé peut alors être conjugué à 
des groupements polaires comme l'acide glucuronique ou la glycine, 
ce qui favorise son excrétion rénale. Les interactions médicamen- 
teuses sont souvent dues aux cytochromes P450, Le polymorphisme 
de ces derniers est fréquemment responsable des différences indivi- 
duelles dans la réponse à un médicament donné, y compris ses effets 
secondaires, 

La mise au point d’inhibiteurs de la protéase du HIV-1 est une des 
plus grandes victoires des méthodes modernes de la conception de 
médicaments. Les HIV sont des rétrovirus qui s'attaquent spécifique- 
ment aux cellules du système imunitaire et invalident celui-ci au point, 
qu'après plusieurs années, il ne peut plus empêcher les infections 
opportunistes. Le rôle de la protéase du HIV-1 est de scinder les poly- 
protéines des virions immatures qui ont bourgeonné d'une cellule hôte, 
pour produire leur forme infectieuse mature, La protéase du HIV-I est 
une protéase aspartique qui, comme les protéases aspartiques des euca- 
ryotes telles que la pepsine, utilise les deux résidus Asp de son site 
actif pour faire de la molécule d'eau lytique qui lui est associée un 
nucléophile, lequel peut alors attaquer et scinder des liaisons pepti- 
diques spécifiques du substrat, la polyprotéine. Tous les inhibiteurs 
peptidomimétiques de la protéase du HIV-1 approuvés par la FDA 
entraînent une diminution rapide et importante de la charge virale du 
plasma, sans toutefois éradiquer le virus. On les combine à des inhibi- 
teurs de la transcriptase réverse pour minimiser la Capacité du HIV, qui 
mute rapidement, à évoluer vers des formes résistantes aux médica- 
ments. 
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TR 
PROBLÈMES 


1. Expliquez pourquoi la -pyridone n'est pas un catalyseur aussi effi- 
cace que l'a-pyridone de la mutarotation du glucose. Qu'en est-il de la B- 
pyridone ? 

2. L'ARN est rapidement hydrolysé en milieu alcalin pour donner un 
mélange de nucléotides dont les groupements phosphate sont liés en 2” 


on 6 Le olLR., RO PAM AU Ds sut de CT un 


comme l'ARN, est résistant à la dégradation en milieu alcalin, Expliquez 
pourquoi. 

3. La carboxypeptidase A, une enzyme à Zn°*, hydrolyse les linisons 
peptidiques C-terminales de polypeptides (Section 7-1A), Dans le com- 
plexe enzyme-substrat, l'ion Zn?* établit des liaisons de coordinence avec 
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scissile, et une molécule d'eau. ph aus here 
réaction enzymatique cohérent avec les données 

enzymologiques est schématisé à la Fig. 15-42. Quels sont les rôles de lion 
Zn ?* et du Glu 270 dans ce mécanisme ? 


4. Dans la réaction de lactonisation suivante, 


0 
oH 0) > 
à 
. CH, 
C—CH;—C00 c” 
7% FA 
R| K 5 € 


la vitesse relative de La réaction quand R = CH, est 3,4 x 10!! fois celle de 
Ja réaction quand R = H. Expliquez. 
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Glu 270 —C 
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*5. Dérivez l'analogue de l'Ég. [15.11] pour une enzyme qui catalyse 
la réaction : 
A+B—P 
Supposez que l'enzyme doive se lier à A avant de se lier à B: 
E+A+B = EA + B = EAB — EP 

6. Expliquez, d'après la thermodynamique, pourquoi une « enzyme » 
qui stabilise autant son complexe de Michaelis que son état de transition 
ne catalyse pas une réaction. 

7. Suggérez un analogue de l'état de transition pour la proline racé- 
mase différent de ceux présentés dans ce livre. Justifiez votre suggestion. 

8. Wolfenden pense que la distinction entre «sites de liaison» et 
«sites catalytiques » des enzymes n'a pas de sens. Expliquez. 

9. Expliquez pourquoi l'oxalate (-OOCCOO") est un inhibiteur de 
l'oxaloncétate décarboxylase. 

10, En fonction des renseignements donnés dans ce chapitre, dites 
pourquoi les enzymes sont des molécules aussi grandes. Pourquoi les sites 
actifs sont-ils presque toujours situés dans des crevasses ou des dépressions 
de l'enzyme plutôt que sur des protubérances ? 

11. Quelles seraient les sur la catalyse du lysozyme si 
l'on remplaçait Phe 34, Ser 36 et Trp 108 par Arg, en supposant que ces 
changements ne modifieraient pas significativement la structure de la pro- 
téine ? 

*12. L'incubation de (NAG), avec le lysozyme conduit à la formation 
lente de (NAG), et de (NAG);. Proposez un mécanisme pour cette réaction. 
Quel aspect du mécanisme de Phillips est vérifié par cette réaction ? 

13. Quelle serait la différence d'affinité, pour le lysozyme, du tétra- 
saccharide à liaisons f{ 1-4) 


CH,0H 
H [e) 
H 
NAG—NAM—NAG—0 H 2 H 
H NHCOCH; 


et de NAG-NAM-NAG-NAM ? Expliquez. 

14. Une difficulté majeure dans l'étude des propriétés des protéases à 
sérine pancréatiques vient de ce que ces enzymes, étant aussi des protéines, 
s'auto-digèrent. Cependant, ce problème est moins important pour des 
solutions de chymotrypsine que pour des solutions de trypsine ou d'élas- 
tase, Expliquez. 


15. La comparaison de la géométrie des sites actifs de la chymotryp- 
sine et de la subtilisine, sous réserve que ces ressemblances aient une signi- 
fication catalytique, a permis de mieux comprendre le mécanisme de ces 
deux enzymes. Discutez le bien-fondé de cette stratégie. 

16. La benzamidine (X, = 1,8 x 10*M) et la leupeptine (X, = 1,8 


x 1077M) 
Il Il 
SESE RUE De On 
(CH 
NH 
û 
HN” SNHY HN NH} 
Benzamidine Leupeptine 


sont toutes deux des inhibiteurs compétitifs de la trypsine. Expliquez leurs 
mécanismes d'inhibition. Imaginez des analogues de la leupeptine qui 
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17. Des dérivés trigonaux de l'acide boronique ont une forte tendance 
à former des adduits tétraédriques. L'acide 2-phényléthyl boronique 


7 
a: CH; pen CH; a 8 
OH 


Acide 2-phényléthyl boronique 


est un inhibiteur de la subtilisine et de la chymotrypsine. Indiquez la struc- 
ture de ces complexes enzyme-inhibiteur. 

18, Le tofu (pâte de soja), produit très riche en protéines d'utilisation 
courante en Extrême-Orient, est préparé de sorte à éliminer l’inhibiteur de 
la trypsine présent dans les graines de soja. Expliquez la (les) raison(s) de 
ce traitement. 


19. Expliquez pourquoi le par mutation des trois résidus 
de la triade catalytique de la trypsine n'a pas plus d'effet sur l'activité cata- 
lytique de l'enzyme que le seul remplacement de Ser 195. 

20. Expliquez pourquoi la chymotrypsine n'est pas auto-activatrice 
comme la trypsine. 

21. La «règle des cing» de Lipinski prédit-elle qu'un hexapeptide 
peut être un médicament efficace ? Expliquez. 


22. L'antidote préféré d'un surdosage d'acétaminophène est la N-acé- 
tylcystéine. Expliquez pourquoi l'administration de cette dernière, qui doit 
se faire dans les 8 à 16 h, est un traitement efficace. 


23. Expliquez pourquoi l'activation de la protéase du HIV-1 avant que 


le virus bourgeonne de sa cellule hôte présenterait un désavantage pour le 
virus. 


1 


Représentation schématique des principales voies 
du métabolisme énergétique. 


PARTIE 


IV 
LE MÉTABOLISME 


Voies métaboliques 
Mécanismes des réactions organiques 
Logique chimique 
. Réactions de transfert de groupes 
. Réactions d'oxydo-réduction 
. Eliminations, isomérisations et réarrangements 
. Réactions de formation et de rupture de liaisons 
Carbone—<carbone 
3 M Approches expérimentales de l'étude du métabolisme 
A. Inhibiteurs métabolique, études de croissance et 
génétique biochimique 
8. Les isotopes en biochimie 
C. Organes, cellules et organites subcellulaires isolés 
4 M lhermodynamique des composés phosphorylés 
A. Réactions de transfert de groupements phosphoryle 
B. Explication rationnelle de l'« énergie » des composés 
«riches en énergie » 
C. ! Rôle de l'ATP 
5 B Réactions d'oxydo-réduction 
A. L'équation de Nernst 
B. Mesure des potentiels redox 
C: : Piles de concentration 
6 B Thermodynamique de la vie 
A. Les êtres vivants ne peuvent être à l'équilibre 
B. Thermodynamique de non équilibre et état stationnaire 
C. Thermodynamique du contrôle du métabolisme 
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Les organismes vivants ne sont pas à l'équilibre, Is nécessitent 
plutôt un apport d'énergie libre constant pour maintenir un ordre 
dans un univers qui tend vers un désordre maximum. Le métabo- 
lisme est le processus global qui assure aux organismes vivants 
l'apport et l'utilisation de l'énergie libre dont ils ont besoin pour 
assurer leurs différentes fonctions. Pour ce faire, ils couplent les 
réactions exergoniques issues de l'oxydation des nutriments aux 
processus endergoniques nécessaires au maintien en vie, tels que 
l'accomplissement de travail mécanique, le transport actif de 
molécules contre des gradients de concentration, et la biosynthèse 
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Introduction 
au métabolisme 


rent-ils cette énergie libre nécessaire et quelle est la nature de ce 
processus de couplage énergétique ? Les êtres phototrophes (les 
plantes et certaines bactéries ; Section 1-1A) tirent leur énergie 
libre du soleil grâce à la photosynthèse, processus dans lequel 
l'énergie lumineuse rend possible la réaction endergonique du CO, 
avec H,0 pour former des glucides et O, (Chapitre 24). Les êtres 
chimiotrophes obtiennent leur énergie libre en oxydant des com- 
posés organiques (glucides, lipides, protéines) provenant d'autres 
organismes, eux-mêmes dépendant des phototrophes. Cette éner- 
gie libre est le plus souvent couplée à des réactions endergoniques 
par la synthèse intermédiaire de composés phosphorylés « riches 
en énergie» tels que l'adénosine triphosphate (ATP); Sec- 
tion 164). Non seulement les nutriments peuvent être complète- 
ment oxydés, ils sont aussi dégradés par une série de réactions 
enzymatiques pour donner des intermédiaires communs, précur- 
seurs de synthèse d'autres biomolécules. 

Une des propriétés remarquables des systèmes vivants c'est 
que, malgré la complexité des processus dont ils sont le siège, ils 
se maintiennent en état stationnaire. Ainsi, sur une période de 
40 ans un homme adulte normal consomme des tonnes de nutri- 
ments et plus de 20000 litres d'eau sans, pour autant, changer de 
poids. Cet état stationnaire est assuré par une série de contrôles 
métaboliques sophistiqués. Dans cette introduction au métabo- 
lisme, nous indiquerons les caractéristiques générales des voies 
métaboliques, nous étudierons les principaux types de réactions 
impliquées dans ces voies, et nous examinerons les techniques 
expérimentales qui ont permis leur élucidation. Nous parlerons 
ensuite des variations d'énergie libre liées aux réactions mettant en 
jeu les composés phosphorylés, et aux réactions d'oxydo-réduc- 
tion, Enfin, nous envisagerons l'aspect thermodynamique des pro- 
cessus biologiques, c'est-à-dire, la nature des caractères de la vie 
responsables de leur autonomie, 


1 M VOIES MÉTABOLIQUES 


Les voies métaboliques sont des séries de réactions enzymatiques 
successives qui forment des produits spécifiques. Leurs substrats, 
intermédiaires et produits, sont appelés métabolites. Puisque un 


organisme utilise de nombreux métabolites, il est le siège de nom- 
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principales du métabolisme du glucose sont ombrées. [Conçue par Donald Nicholson. Publiée par BDH Lid., 


[ 
FIGURE 16-1 Carte représentant les principales voies métaboliques d'une cellule typique. Les voies 
Poole 2, Dorset, Angleterre.] 


lique pour une cellule type, avec de nombreuses voies intercon- 
nectées. Chacune des réactions sur la carte est catalysée par une 
enzyme propre, dont environ 4000 sont connues. À première vue, 
ce réseau semble d'une complexité désespérante. Toutefois, en 
nous concentrant sur les domaines principaux dans les prochains 
chapitres, par exemple les voies principales de l'oxydation du glu- 
cose (les zones ombrées de la Fig. 16-1), nous nous familiariserons 
avec ses principales artères et leurs relations internes. On peut 
trouver des cartes métaboliques plus lisibles en consultant 
http://www.expasy.org/cgi-bin/search-biochem-index, http://www, 
tcd.ie/Biochemistry/1UBMB-Nicholson, et http://www.genome. 
ad.jp/kegg/metabolism.html. 

On distingue deux grandes catégories de voies dans le métabo- 
lisme : 

1. Le catabolisme, qui assure la dégradation exergonique des 
nutriments et des constituants cellulaires pour récupérer leurs uni- 
tés de base et/ou produire de l'énergie libre. 

2. L'anabolisme, qui assure la synthèse de biomolécules à 

partir de constituants plus simples. 
L'énergie libre libérée au cours du catabolisme est conservée en 
synthétisant de l'ATP à partir d'ADP et de phosphate ou en rédui- 
sant du coenzyme NADP* en NADPH (Fig. 13-2), L'ATP et le 
NADPH sont les sources principales d'énergie libre pour les voies 
anaboliques (Fig. 16-2). 

Une des caractéristiques frappantes du catabolisme est qu'il 
transforme un grand nombre de substances différentes (glucides, 
lipides et protéines) en intermédiaires communs. Ces intermé- 
diaires sont ensuite métabolisés par une voie oxydative centrale 
qui donne finalement quelques produits terminaux. La Fig. 16-3 
schématise la dégradation de plusieurs nutriments, qui donne 
d'abord leurs sous-unités monomériques puis l'intermédiaire com- 
mun, l'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) (Fig. 21-2), 

Les réactions de biosynthèse font intervenir le processus 
inverse, Un nombre restreint de métabolites, essentiellement le 
pyruvate, l'acétyl-CoA, et les intermédiaires du cycle de l'acide 
citrique, sont utilisés comme précurseurs pour la synthèse d'une 
multitude de produits de synthèse différents. Dans les chapitres 
suivants, nous étudierons en détail de nombreuses voies de dégra- 


Produits simples 


FIGURE 16-2 L'ATP et le NADPH fournissent l'énergie libre néces- 
saire aux réactions de biosynthèse. Ils sont formés au cours de la 
déveradation de métaholites complexes. 
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dation et de biosynthèse. Voyons pour l'instant les caractéristiques 
générales de ces processus. 

Cinq caractéristiques principales des voies métaboliques sont 
dues à ce qu'elles assurent la formation de produits utilisés par la 
cellule : 

1. Les voies métaboliques sont irréversibles. Une réaction 
très exergonique (qui s'accompagne d'une variation d'énergie libre 
très négative) est irréversible, c'est-à-dire qu'elle se fait complète- 
ment. Si cette réaction fait partie d'une voie à plusieurs étapes, elle 
impose le sens de déroulement de la voie et rend donc celle-ci 
entièrement irréversible. 
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FIGURE 16-3 Schéma général du catabolisme. Les métabolites com- 
plexes comme les glucides, les protéines et les lipides sont d'abord 
dégradés en monomères correspondants, principalement en glucose, 
acides aminés, acides gras et glycérol, et ensuite en acétyl cocnzyme A 
(acétyl-CoA), l'intermédiaire commun. Le groupement acétyle est ensuite 
oxydé en CO, par l'intermédiaire du cycle de l'acide citrique avec réduc- 
tion concomitante de NAD° et de FAD. La réoxydation de ces coen- 
zymes par l'oxygène via La chaîne respiratoire et bes phosphorylations 
érveéurivée dnane cle l'anus et de l'ATP 
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2. L’anabolisme et le catabolisme doivent emprunter des 
voies différentes. Si deux métabolites sont métaboliquement inter- 
convertibles, la voie qui va du premier au second doit être diffé- 
rente de la voie qui va du second au premier : 


Be, 
œ pe 


La raison de cette différence est que si la conversion du métabo- 
lite 1 en métabolite 2 est exergonique, la conversion du métabo- 
lite 2 en métabolite 1 exige de l'énergie libre pour permettre à ce 
processus, qui sans cela serait endergonique, de «remonter la 
pente ». Cela nécessite une voie métabolique différente, ne serait- 
ce que pour une étape de la voie. Comme nous le verrons, l'exis- 
tence de voies d'interconversion indépendantes est importante 
pour les voies métaboliques car elle permet un contrôle indépen- 
dant des deux processus. Si la cellule a besoin du métabolite 2, la 
voie de 2 à 1 doit être « arrêtée » tandis que la voie de 1 à 2 doit 
être « mise en marche », Ces contrôles indépendants ne sont pos- 
sibles que s'il existe des voies différentes. 

3. Chaque voie métabolique comprend une « réaction d’en- 
gagement ». Bien que les voies métaboliques soient irréversibles, 
la plupart des réactions sont proches de l'équilibre, Cependant, au 
début de la voie, il y a généralement une réaction irréversible 
(exergonique) qui engage l'intermédiaire produit à poursuivre la 
voie. 

4. Toutes les voies métaboliques sont régulées. Les voies 
métaboliques répondent aux lois de l'offre et de la demande. Afin 
que le flux des métabolites d'une voie soit contrôlé, il est néces- 
saire que sa réaction limitante soit régulée. La première étape d’en- 
gagement étant irréversible, elle se déroule trop lentement pour 
que ses substrats et produits soient à l'équilibre (si c'était le cas, 
elle ne serait pas irréversible). Les autres réactions de la voie étant 
proches de l'équilibre, la première étape d'engagement est souvent 
son étape limitante. La plupart des voies métaboliques sont donc 
contrôlées par la régulation des enzymes qui catalysent leurs pre- 
mières étapes d'engagement. C'est le moyen le plus efficace de 
contrôle car il évite la synthèse inutile de métabolites ultérieurs 
quand ceux-ci ne sont pas nécessaires. Des exemples précis de tels 
contrôles sont présentés dans la Section 17-4B. 


5. Chez les eucaryotes, les voies métaboliques se déroulent 
dans des sites intracellulaires spécifiques. La compartimentation 
de la cellule eucaryote permet à différentes voies métaboliques de 
se dérouler en des endroits différents, comme indiqué dans le 
Tableau 16-1 (ces organites sont décrits dans la Section 1-2A). Par 
exemple, l'ATP est synthétisé principalement dans la mitochon- 
drie, mais il est utilisé pour l'essentiel dans le cytoplasme. La syn- 
thèse de métabolites se faisant dans des compartiments intracellu- 
laires limités par une membrane, leur transport entre ces 
compartiments est un élément vital pour le métabolisme des euca- 
ryotes. Les membranes biologiques ont une perméabilité sélective 
aux métabolites en raison de la présence de protéines de transport 
membranaires spécifiques. La protéine de transport qui facilite le 
passage de l'ATP à travers la membrane interne mitochondriale (la 
membrane externe étant perméable à l'ATP — N.d.T.) sera étudiée 
dans la Section 20-4C, avec les caractéristiques des processus de 
transport membranaire en général, La synthèse et l'utilisation de 
l'acétyl-CoA se font également dans des compartiments séparés : 
ce métabolite est utilisé dans la synthèse cytosolique des acides 
gras, sa synthèse se faisant dans les mitochondries. Pourtant, la 
membrane mitochondriale ne contient pas de protéine de transport 
pour l'acétyl-CoA. Nous verrons dans la Section 25-4D comment 
la cellule a résolu ce problème fondamental. Dans les organismes 
multicellulaires, la compartimentation métabolique existe aussi au 
niveau des tissus et des organes. Chez les mammifères, par 
exemple, le foie est largement responsable de la synthèse de glu- 
cose à partir de précurseurs non glucidiques (la gluconéogenèse ; 
Section 23-1) et l'envoie en circulation pour y maintenir la glycé- 
mie constante, alors que le tissu adipeux est spécialisé dans le stoc- 
kage et la mobilisation des triglycérides. L'interdépendance méta- 
bolique des différents organes est traitée dans le Chapitre 27. 


2 MB MÉCANISMES DES RÉACTIONS 
ORGANIQUES 


Presque toutes les réactions des voies métaboliques sont des réac- 
tions organiques enzymatiques. Dans la Section 15-1, les différents 
mécanismes utilisés par les enzymes pour catalyser les réactions 
ont été décrits en détail: catalyse acido-basique, catalyse cova- 
lente, catalyse par ion métallique, catalyse électrostatique, catalyse 
par effets de proximité et d'orientation et catalyse par liaison pré- 


TABLEAU 16-1 Fonctions métaboliques d'organites d’eucaryotes 


Organite Fonction 


Mitochondrie 


Cycle de l'acide citrique, transport d'électrons et phosphorylations oxydatives, 


oxydation des acides gras, dégradation des acides aminés 


Cytosol 


Glycolyse, voie des pentoses phosphate, biosynthèse des acides gras, 


plusieurs réactions de La gluconéogenèse 


Lysosomes 
Noyau 
Appareil de Golgi 


Digestion enzymatique de constituants et de substances ingérées 
Réplication et transcription de l'ADN, maturation de l'ARN 
Maturation post-traductionnelle de protéines membranaires ou sécrétées ; 


formation de la membrane plasmique et des vésicules de sécrétion 


Réticulum endoplasmique rugueux 
Réticulum endoplasmique lisse 


Synthèse de protéines liées aux membranes ou sécrétées 
Biosynthèse des lipides et des stéroïdes 


Peroxysomes (glyoxysomes chez les plantes) Réactions oxydatives catalysées par les aminoacide oxydases et la catalase ; 
chez les plantes. réactions du cycle du glvoxvlate 


férentielle à l’état de transition. Toutefois, rares sont les enzymes 
qui modifient les mécanismes chimiques des réactions. Par consé- 
quent, l'étude de réactions modèles non enzymatiques nous donne 
beaucoup de renseignements sur les mécanismes enzymatiques. 
Nous commencerons donc l'étude des réactions métaboliques en 
passant en revue les types de réactions que nous rencontrerons et 
les mécanismes mis en jeu dans des systèmes non enzymatiques. 

Christopher Walsh classe les réactions biochimiques en quatre 
catégories : (1) réactions de transfert de groupes ; (2) oxydo- 
réductions ; (3) éliminations, isomérisations et réarrange- 
ments ; (4) réactions de formation et de rupture de liaisons car- 
bone-carbone. On en sait beaucoup sur les mécanismes de ces 
réactions et sur les enzymes qui les catalysent. Dans les chapitres 
suivants, nous porterons notre attention sur ces mécanismes tels 
qu'ils s'appliquent à des interconversions métaboliques spéci- 
fiques. Dans cette section, nous étudierons les quatre catégories de 
réactions en indiquant comment l'étude de réactions organiques 
modèles a permis de comprendre leurs mécanismes réactionnels. 
Commençons par revoir la logique chimique utilisée dans l'ana- 
lyse de ces réactions. 


A. Logique chimique 

Une liaison covalente résulte du partage d'une paire d'électrons 
entre deux atomes. Si cette liaison est rompue, la paire d'électrons 
peut soit être conservée par l’un des deux atomes (rupture hété- 
rolytique), soit se partager de sorte qu'un électron se trouve sur 
chaque atome (rupture homolytique) (Fig. 16-4). La rupture 
homolytique, qui donne généralement des radicaux instables, est 
fréquente surtout dans les réactions d’oxydo-réduction. La rupture 
hétérolytique d’une liaison C—H implique la formation d'un car- 
banion et d’un proton (H*) ou celle d'un carbocation (ion carbo- 
nium) et d’un ion hydrure (H”). Les ions hydrure étant des espèces 
très réactionnelles et les atomes de carbone étant légèrement plus 
électronégatifs que les atomes d'hydrogène, la rupture de la liai- 
son où la paire d'électrons reste sur l'atome de carbone est la 
forme prédominante de rupture de la liaison C—H dans les sys- 
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FIGURE 16-4 Exemples de rupture de liaisons C—H. La rupture 
bomolytique donne des radicaux, tandis que la rupture hétérolytique 
donne soit (i) un carbanion et un proton, soit (if) un carbocation et un ion 
hydrure, 


tèmes biologiques. Le départ d’un ion hydrure n'a lieu que s'il est 
transféré directement sur un accepteur tel que NAD* ou NADP*, 
Les composés qui participent à des réactions avec rupture hété- 
rolytique et formation de liaisons sont rangés en deux grandes 
catégories selon qu'ils sont riches ou déficients en électrons. Les 
composés riches en électrons, appelés nucléophiles (qui aiment le 
noyau), sont chargés négativement ou ont des paires d'électrons 
non partagées qui forment facilement des liaisons covalentes avec 
des centres déficients en électrons. Les groupements nucléophiles 
importants en biochimie sont les fonctions amine, hydroxyle, imi- 
dazole et sulfhydryle (Fig. 16-5a). Les formes nucléophiles de ces 
groupements sont aussi leurs formes basiques. De fait, les carac- 
tères nucléophile et basique sont étroitement liés (Section 15-1B) : 
un composé se comporte comme une base quand il forme une liai- 
son covalente avec H*, alors qu'il se comporte comme un nucléo- 
phile quand il forme une liaison covalente avec un centre déficient 


{a) Nucléophiles (b) Electrophiles 
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FIGURE 16-5 Groupements nucléophiles et électrophiles importants 


en biologie. (a) Les nucléophiles sont les bases conjuguées d'acides 
faibles. comme les groupements hvdroxvle. sulfhvdrvle. amino et imida- 
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zole, (b) Les électrophiles présentent un atome déficient en électrons 
(rouge). 
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en électrons autre que H*, généralement un atome de carbone défi- 
cient en électrons : 


Réaction d'une … : 
amine en tant R—NH, + H° — R-N°-H 
que base 


H 
. H R' 
Réaction ; R | | 
nucléophile R—NH, + C=0—+R He — 0H 
d'une amine R‘ R- 


Les composés déficients en électrons sont appelés électrophiles 
(qui aiment les électrons). Ils peuvent être chargés positivement, 
avoir une couche électronique externe avec une valence libre, ou 
contenir un atome électronégatif. Les électrophiles les plus fré- 
quents dans les systèmes biochimiques sont les protons, les ions 
métalliques, les atomes de carbone des groupements carbonyle et 
les imines cationiques (Fig. 16-5b). 

On comprend d'autant mieux les réactions si l'on peut suivre 
le trajet de la paire d'électrons depuis les substrats jusqu'aux pro- 
duits. Pour visualiser ces trajets, nous utiliserons la convention 
des flèches courbes où le déplacement de la paire d'électrons est 
symbolisé par une flèche courbe qui part de la paire d'électrons et 
qui pointe vers le centre déficient en électrons attirant la paire 
d'électrons. Par exemple, la formation d'une imine, réaction bio- 
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FIGURE 16-6 Exemples de réactions de transfert de groupes. (a) Le 
transfert d'un groupement acyle implique l'addition d'un nucléophile (Y) 
au carbone électrophile d'un composé acyle pour donner un intermédiaire 
tétraédrique. Le porteur initial de groupement acyle (X) est alors éliminé 
pour donner un nouveau composé acyle, (b) Le transfert de groupement 
phosphoryle implique l'addition (dans l'axe du groupement partant) d'un 
nucléophile (Y} à l'atome de phosphore électrophile d'un groupement 
phosphoryle tétraédrique, Il se forme un intermédiaire bipyramidal trigo- 
nal dont les positions apicales sont occupées par le groupement partant 


chimique importante entre une amine et une aldéhyde ou une 
cétone, est représentée ainsi : 


R' R' 
£ \ À Ni 
R° H R' 
Amine Aldéhyde Intermédiaire 
ou carbinolamine 


cétone 
ai 


Lors de la première étape de la reaction, la paire d'électrons non 
partagée de l’amine s'additionne à l'atome de carbone déficient en 
électrons du carbonyle, tandis qu'une paire d'électrons de sa 
double liaison C=O est transférée sur l'oxygène. Lors de la 
deuxième étape, la paire d'électrons non partagée de l'atome 
d'azote s'ajoute sur l'atome de carbone déficient en électrons avec 
élimination d'eau. Dans tous les cas, les règles de la logique chi- 
mique s'appliquent au système : par exemple, on ne trouve jamais 
d'atome de carbone pentavalent ou d’atome d'hydrogène divalent. 
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{X) qui achève la réaction de transfert abuutit à inv on de con.igura- 
tion du groupement phosphoryle. (c) Le transfert d'un groupensent glyco- 
syle implique la substitution d'un groupement nucléophile par un autre 
sur le C1 d'un cycle d'ose, Cette réaction fait généralement intervenir un 
mécanisme de double déplacement où l'élimination du porteur du grou- 
pement glycosyle initial (X) s'accompagne de La formation transitoire 
d'un carbocation stabilisé par résonance (ion oxonium) suivie de l'addi- 
tion du nucléophile (Y), La réaction peut aussi se faire par un mécanisme 
à un seul déplacement dans lequel Y déplace directement X avec inver- 
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FIGURE 16-7 Réaction de transfert de groupement phosphoryle 
catalysée par l'hexokinase. Lors de son transfert sur le 6-OH du glu- 
cose, le groupement phosphoryle-y de l'ATP, rendu chiral par substitution 
isotopique, subit une inversion de configuration via un intermédiaire tri- 


B. Réactions de transfert de groupes 


Les transferts de groupes dans les systèmes biochimiques impli- 
quent le transfert d'un groupe électrophile d'un nucléophile à un 
autre. 


TT FT — ps 
Nucléophile  Electrophile- 
nucléophil 


e 
On peut également les appeler réactions de substitution nucléo- 
phile. Les groupes les plus fréquemment transférés dans les réac- 
tions biochimiques sont les groupements acyle, phosphoryle et 
glycosyle (Fig. 16-6): 

1. Le transfert de groupement acyle d’un nucléophile à un 
autre se fait presque toujours par l'addition d'un nucléophile à 
l'atome de carbone d'un carbonyle d'un groupement acyle pour 
donner un intermédiaire tétraédrique (Fig. 16-6a). L'hydrolyse de 
la liaison peptidique catalysée par la chymotrypsine (Sec- 
tion 15-3C) est un exemple classique d'une telle réaction. 

2. Le transfert de groupement phosphoryle se fait par l'ad- 
dition d'un nucléophile à l'atome de phosphore d'un groupement 
phosphoryle pour donner un intermédiaire bipyramidal trigonal 
dont les sommets sont occupés par les groupements arrivant et par- 
tant (Fig. 16-6b). La réaction globale aboutit à l'inversion de confi- 


— Y—A +xX: 
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on a montré que des composés phosphorylés subissent précisément 
cette inversion. Par exemple, Jeremy Hnowles a synthétisé de 
l'ATP rendu chiral sur son groupement y-phosphoryle par substi- 
tution isotopique et il a démontré que ce groupement est inversé 
lorsqu'il est transféré au glucose dans la réaction catalysée par 
l'hexokinase (Fig. 16-7). 

3. Le transfert de groupement glycosyle se fait par substitu- 
tion d’un groupement nucléophile par un autre au C1 d'un cycle de 
sucre (Fig. 16-6c), carbone central d’un acétal. Les modèles chi- 
miques des réactions d'un acétal procèdent généralement par rup- 
ture de la première liaison catalysée par un acide, pour former un 
carbocation au C1 stabilisé par résonance (ion oxonium). L'hydro- 
lyse du polysaccharide de la paroi des cellules bactériennes cataly- 
sée par le lysozyme (Section 15-2B) est une réaction de ce type. 


C. Réactions d'oxydo-réduction 


Les réactions d'oxydo-réduction (redox) se traduisent par la perte 
ou le gain d'électrons. L'aspect thermodynamique de ces réactions 
sera envisagé dans la Section 16-5. Beaucoup de réactions 
d'oxydo-réduction des voies métaboliques se traduisent par la rup- 
ture d’une liaison C—H avec la perte en dernier ressort de deux 
électrons de liaison par l'atome de carbone, Ces électrons sont 
transférés à un accepteur d'électrons comme le NAD"* (Fig. 13-2). 
Il n’est pas toujours certain que ces réactions impliquent une rup- 
ture homolytique ou hétérolytique. Dans la plupart des cas, on pré- 
sume qu'il y a rupture hétérolytique quand on n'observe pas d'es- 
pèces radicalaires. Il est cependant utile de représenter la rupture 
de la liaison C—H lors de réactions d'oxydo-réduction comme des 
transferts d'ion hydrure, ce qui est représenté ci-dessous pour 
l'oxydation d'un alcool par le NAD* : 


l 
V'ARE ©: C 
(CN) Tr 
B Fr #07 H + || ï Li 
R HN" CH 
| 
R 
Base Alcool NAD* 
| 
2 H CH | 
B—H + O=C + || | NH, 
nn + 
R 
Acide Cétone NADH 
général 


Pour les organismes aérobies, l'accepteur terminal des paires 
d'électrons provenant des métabolites oxydés est l'oxygène molé- 
culaire (0). Se rappeler que cette molécule à l'état fondamental 
présente deux électrons célibataires à spins parallèles. Les règles 
d'appariement d'électrons (principe d'exclusion de Pauli) exigent 
par conséquent que O, n'accepte que des électrons célibataires : 
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Flavine adénine dinucléotide (FAD) 


(forme oxydée ou quinone) 


(pe 


FIGURE 16-8 Formule moléculaire et réactions du coenzyme flavine 
adénine dinucléotide (FAD). Le terme « flavine » est synonyme de 
noyau isoalloxazine. Le résidu D-ribitol est l'alcool dérivé du D-ribase. 
Le FAD peut être à moitié réduit sous la forme stable radicalaire FADH" 
ou complètement réduit sous la forme FADH, (encadrés). Ainsi, les 
enzymes à FAD peuvent passer sous les différents états d'oxydation du 
FAD. Le FAD est généralement fortement lié à ses apoenzymes, ce qui 
fait que ce coenzyme est plutôt un groupement prosthétique qu'un cosub- 


après l'autre (à l'inverse des réactions d’oxydo-réduction où les 
électrons sont transférés par paires). Les électrons qui proviennent 
de métabolites sous forme de paires doivent donc être transférés à 
l'O, l'un après l’autre par l'intermédiaire de la chaîne de transfert 
d'électrons, ceci à l'intervention de coenzymes conjugués dont les 
états d'oxydation stables radicalaires peuvent intervenir dans des 
réaction d'oxydo-réduction avec le” ou 2e”. Le flavine adénine 
dinucléotide (FAD ; Fig. 16-8) est l’un de ces coenzymes. Les fla- 
vines (substances contenant le cycle isoalloxazine) peuvent subir 
deux transferts successifs d’un électron ou un transfert simultané 
de deux électrons qui court-circuite l'état semiquinone. 


D. Éliminations, isomérisations et réarrangements 


a. Les réactions d'élimination conduisent à la formation 
de doubles liaisons carbone-carbone 
Les réactions d'élimination aboutissent à la formation d'une 


Annubls liaienn antrn Aany rantrne carurée liée initialamant nar 


FADH, (forme réduite ou hydroquinone) 


strat, comme c'est le cas du NAD* par exemple, Par conséquent, bien 
que les êtres humains et les animaux supérieurs ne peuvent synthétiser le 
noyau isoalloxazine des flavines et doivent donc le trouver dans leur ali- 
mentation (par exemple sous forme de riboflavine, la vitamine B,), la 
carence en riboflavine est rare chez l'Homme. Les symptômes de cette 
carence, associée à la malnutrition ou à des régimes fantaisistes, com- 
prennent la glossite (inflammation de la langue), la perlèche (lésions des 
commissures buccales) et une dermatite. 


simple liaison. Les substances éliminées peuvent être H,0, NH,, 
un alcool (ROH) ou une amine primaire (RNH,). La déshydrata- 
tion d’un alcool, par exemple, est une réaction d'élimination : 


H H R H 

| | \  / 
R—C-C-R— = +H0 

H OH H R' 


La rupture et la formation de liaison dans cette réaction peuvent se 
faire selon trois mécanismes (Fig. 16-9a): (1) par concertation ; 
(2) par étapes, avec en premier rupture de la liaison C—O et for- 
mation d'un carbocation ; ou (3) par étapes, avec en premier rup- 
ture de la liaison C—H et formation d'un carbanion. 

Les enzymes catalysent les réactions de déshydratation par l’un 
des deux mécanismes simples : (1) protonation du groupement OH 
nar un crounement acide (catalves acide) ou (2) enlèvement du 


proton par un groupement basique (catalyse basique). De plus, 
dans une réaction par étapes, l'intermédiaire chargé peut être sta- 
bilisé par un groupement du site actif de charge opposée (catalyse 
électrostatique). L'énolase, enzyme de la glycolyse (Section 17-21) 
et la fumarase, enzyme du cycle de l'acide citrique (Section 21- 
3G) catalysent des réactions de déshydratation de ce type. 

Les réactions d'élimination peuvent se faire selon deux voies 
stéréochimiques possibles (Fig. 16-9h): (1) par trans (anti) élimi- 
nation, mécanisme le plus fréquent en biochimie, et par cis (syn) 
élimination, plus rare en biochimie. 


b. Les isomérisations biochimiques font intervenir des 
déplacements intramoléculaires d'atomes d'hydrogène 
Les réactions d'isomérisation biochimiques impliquent le dépla- 
cement intramoléculaire d'un atome d'hydrogène afin de déplacer 
la position d'une double liaison. Pour ce faire, un proton est enlevé 
d'un atome de carbone et ajouté à un autre. La réaction d’isomé- 
risation la plus importante dans le métabolisme est l’interconver- 
sion aldose-cétose, une réaction à catalyse acido-basique au cours 
de laquelle se forment des intermédiaires anion ènediolate 
(Fig. 16-10), La phosphoglucose isomérase, enzyme de la glyco- 

lvse, catalyse une telle réaction (Section 17-2B). 
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FIGURE 16-39 Mécanismes hypothétiques d'une réaction d’élimina- 
tion, en prenant une réaction de déshydratation comme exemple. Les 
réactions peuvent se faire (a) en concertation, par étapes via un carboca- 
tion intermédiaire, ou par étapes via un carbanion intermédiaire ; elles 
peuvent faire aussi intervenir (b) une stéréochimie trans (anti) ou cis 
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FIGURE 16-10 Mécanisme d’isomérisation aldose-cétose. La réaction 
procède d'une catalyse acido-basique et fait intervenir des intermédiaires 
cis-ènediolate. 


La racémisation est une réaction d'isomérisation dans laquelle 
un atome d'hydrogène d'un centre chiral modifie sa localisation 
stéréochimique ce qui inverse la configuration du centre chiral (p. 
ex. la racémisation de la proline par la racémase ; Section 15-1F). 
Si la molécule comporte plusieurs centres chiraux, cette isoméri- 
sation est appelée épimérisation. 


c. Les réarrangements modifient les squelettes carbonés 

Les réactions de réarrangement rompent et reforment des 
liaisons C—C, d'où réarrangement du squelette carboné de la 
molécule. Il existe peu de réactions métaboliques de ce genre. 
Citons la conversion du L-méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA 
par la méthyimalonyl-CoA mutase, une enzyme dont le groupe- 
ment prosthétique est un dérivé de la vitamine B,, : 


Cette réaction est impliquée dans l'oxydation des acides gras à 
nombre impair d'atomes de carbone (Section 25-2E) et de plu- 
sieurs acides aminés (Section 26-3E). 


E. Réactions de formation et de rupture de liaisons 
carbone-carbone 


Les réactions de formation et de rupture de liaisons carbone-car- 
bone constituent la base du métabolisme de dégradation et de bio- 
synthèse. La dégradation du glucose en CO, implique la rupture de 
cina liaisons carhone-carhone. tandis aue sa svnthèse passe par le 
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processus inverse. De telles réactions, envisagées dans le sens de 
la synthèse, impliquent l'addition d'un carbanion nucléophile sur 
un atome de carbone électrophile. Les atomes de carbone électro- 
philes les plus fréquents pour de telles réactions sont ceux des 
groupements carbonyle d'hybridation sp° des aldéhydes, cétones, 
esters et CO, : 


Pour pouvoir s'additionner à ces centres électrophiles, des carba- 
nions stabilisés doivent être formés. Donnons trois exemples : la 
condensation aldolique (catalysée par l'aldolase, par exemple : 
Section 17-2D), la condensation d’ester de Claisen (la citrate 
synthétase ; Section 21-3A), et la décarboxylation d'un acide B- 
cétonique (l'isocitrate déshydrogénase, Section 21-3C ; et l'acide 


gras synthétase, Section 25-4C). Dans des systèmes non enzyma- 

| \ | | tiques, la condensation aldolique et la condensation d'ester de 
ET Fr Pen =— -6-C-0H Claisen nécessitent toutes les deux la formation en & d'un carba- 
nion sur un groupement carbonyle catalysée par une base 


(a) Condensation aldolique 


Cétone 


(b) Condensation d'ester de Claisen 
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FIGURE 16-11 Exemples de formation et de rupture de liaison C— 
C. (a) Condensation aldolique, (b) condensation d'ester de Claisen, et 
(r dérerhneulaetinn d'un aride fañonninne Mance ras tnie tunes de réan. 


tion, il y a formation d'un carbanion stabilisé par résonance suivie de 
l'addition de ce carbanion à un centre électrophile. 
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FIGURE 16-12 Stabilisation de carbanions. (a) Des carbanions adja- 
cents à des groupements carbonyle sont stabilisés par la formation d'éno- 
lates. (b) Des carbanions adjacents à des groupements carbonyle liés par 
liaisons hydrogène à des acides sont stabilisés électrostatiquement ou par 
neutralisation de charge. (c) Des carbanions adjacents à des imines proto- 
nées (bases de Schiff) sont stabilisés par la formation d'ènamines. 

(d) Les ions métalliques stabilisent les carbanions adjacents à des groupe- 
ments carbonyle par stabilisation électrostatique de l'énolate, 


(Fig. 16-1 la et b). Le groupement carbonyle attire les électrons et 
apporte ainsi la stabilisation par résonance en formant un ion éno- 
late (Fig. 16-124). La stabilisation de l'énolate peut être renforcée 
par neutralisation de sa charge négative, Les enzymes y parvien- 
nent par formation de liaison hydrogène ou protonation (Fig. 16- 
12b), conversion du groupement carbonyle en base de Schiff pro- 
tonée (catalyse covalente; Fig. 16-12c), ou par liaison de 
coordinence à un ion métallique (catalyse par ion métallique ; Fig. 
16-124). La décarboxylation d'un acide B-cétonique ne nécessite 
pas de catalyse basique pour la formation du carbanion stabilisé 
par résonance ; la réaction de décarboxylation très exergonique 
fournit l'énergie suffisante (Fig. 16-11c). 


3 M APPROCHES EXPÉRIMENTALES DE 
L'ÉTUDE DU MÉTABOLISME 
Une voie métabolique peut être étudiée à différents niveaux : 

L. Celui de la suite des réactions qui permettent la transforma- 
tion d’un nutriment spécifique en produits finaux, avec l'étude 
énergétique de ces réactions. 


2. Celui des mécanismes par lesquels chaque intermédiaire 
est transformé en intermédiaire suivant, Cette analyse nécessite 
que l’enzyme qui catalyse chaque réaction soit isolée et caracté- 
risée. 


3. Celui des mécanismes de contrôle qui régulent le flux des 
métabolites de la voie. Un réseau complexe et sophistiqué de 
mécanismes de régulation rend les voies métaboliques très sen- 
sibles aux besoins de l'organisme ; le débit d'une voie métabolique 
n'est généralement pas plus grand que nécessaire. 


Comme on peut l'imaginer, l'élucidation d'une voie métabo- 
liques à tous ces niveaux est un problème compliqué, nécessitant 
la contribution de plusieurs disciplines. La plupart des techniques 
mises en jeu pour résoudre ce problème consistent à perturber 
d'une manière ou d'une autre le système étudié et à observer les 
effets de la perturbation sur la concentration ou la production des 
métabolites intermédiaires. Parmi ces techniques, citons l'utilisa- 
tion d'inhibiteurs métaboliques qui bloquent les voies métabo- 
liques au niveau de réactions enzymatiques spécifiques. Une autre 
possibilité consiste à étudier les anomalies génétiques qui bloquent 
des voies métaboliques particulières. Des méthodes ont également 
été mises au point pour « disséquer » les organismes en organes, 
tissus, cellules et organites intracellulaires, et purifier et identifier 
les métabolites et les enzymes qui catalysent leurs interconver- 
sions. L'utilisation de traceurs isotopiques pour suivre le chemine- 
ment d'atomes et de molécules dans le labyrinthe métabolique est 
devenue une routine. De nouvelles techniques utilisant la techno- 
logie de la RMN permettent de suivre in vivo la formation des 
métabolites. Cette section passe en revue l’utilisation de ces diffé- 
rentes approches expérimentales. 


À. Inhibiteurs métaboliques, études de croissance 
et génétique biochimique 


a. Les intermédiaires d'une voie s'accumulent en présence 

d'inhibiteurs métaboliques 

La première voie métabolique élucidée entièrement a été la 
glycolyse, qui assure la transformation de glucose en éthanol dans 
les levures (Section 17-1A). Au cours de ces études, on a trouvé 
que certaines substances, appelées inhibiteurs métaboliques, blo- 
quaient la glycolyse en des points spécifiques, provoquant ainsi 
l'accumulation des intermédiaires précédant les points de blocage. 
Par exemple, des extraits de levure en présence d'iodoacétate accu- 
mulent du fructose-1,6-bisphosphate, alors qu'en présence de fluo- 
rure, deux esters phosphate, le 3-phosphoglycérate et le 2-phos- 
phoglycérate s'accumulent, L'isolement et la caractérisation de ces 
intermédiaires étaient indispensables pour l'élucidation de la gly- 
colyse. L'intuition chimique associée à ces renseignements a per- 
mis de déterminer les différentes étapes de la voie métabolique. De 
plus, chacune des réactions proposées a pu être reproduite in vitro 
en présence d'une enzyme purifiée. 


b. Des anomalies génétiques provoquent aussi 
l'accumulation d'intermédiaires métaboliques 
La découverte au début des années 1900 par Archibald Garrod 
que des maladies génétiques humaines sont dues à des déficiences 
d'enzymes spécifiques (Section 1-4C) contribua aussi à l'élucida- 
tion de voies métaboliques. Par exemple. après ingestion de nhé- 
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nylalanine ou de tyrosine, des personnes souffrant d’alcaptonurie, 
maladie héréditaire sans danger, excrètent de l’acide homogenti- 
sique dans leurs urines (Section 26-3H), contrairement aux per- 
sonnes normales. Ceci est dû à ce que le foie des alcaptonuriques 
n'a pas l'enzyme qui catalyse la dégradation de l'acide homogen- 
tisique. Une autre maladie génétique, la phénylcétonurie (Sec- 
tion 26-3H), se traduit par l'accumulation de phénylpyruvate 
dans les urines ( si la maladie n'est pas traitée, on observe un retard 
mental important chez l'enfant). Après ingestion de phénylalanine 
et de phénylpyruvate, on trouve du phénylpyruvate dans les urines 
de ces malades, alors que la tyrosine est métabolisée normalement. 
Les effets de ces deux anomalies ont conduit à proposer la voie du 
métabolisme de la phénylalanine représentée dans la Fig. 16-13. 
Cependant, l'hypothèse selon laquelle le phénylpyruvate, à l'in- 
verse de la tyrosine, est un intermédiaire normal du métabolisme 
de la phénylalanine parce que le phénylpyruvate s'accumule dans 
les urines des malades atteints de phénylcétonurie s’est révélée 
inexacte. Ceci montre qu'une voie métabolique ne peut être éluci- 
dée en se basant uniquement sur les conséquences du blocage de 
la voie et l'analyse des produits accumulés. On a compris plus tard 
que la formation de phénylpyruvate était due à une voie métabo- 
lique normalement mineure qui ne devient significative que si la 
concentration en phénylalanine est anormalement élevée, ce qui a 
lieu lorsqu'il y a phénylcétonurie. 


H 


Os 


NH 
Phénylalanine 


Inconnue initialement: 
déficiente en cas de 
phénylcétonurie 


c. Des blocages métaboliques peuvent être obtenus par 

manipulations génétiques 

Les premières études du métabolisme ont conduit à une décou- 
verte étonnante : les voies métaboliques de base sont essentielle- 
ment les mêmes chez la plupart des organismes. Cette uniformité 
métabolique a grandement facilité l'étude des réactions métabo- 
liques. Ainsi, une mutation inactivant ou supprimant une enzyme 
d'une voie métabolique peut être facilement obtenue chez des 
micro-organismes qui se reproduisent rapidement en utilisant des 
mutagènes (réactifs chimiques qui induisent des modifications 
dans le génome ; Section 32-1A) ou des rayons X, ou encore par 
les techniques de génie génétique (Section 5-5). Les mutants sou- 
haités sont identifiés par leur besoin en produit terminal d'une voie 
métabolique pour leur croissance. Par exemple, George Beadle et 
Edward Tatum ont proposé une voie de biosynthèse de l'arginine 
chez la moisissure Neurospora crassa après analyse de trois 
mutants auxotrophes pour l'arginine (mutants qui ont besoin 
d’un nutriment spécifique pour leur croissance), obtenus après irra- 
diation par rayons X (Fig. 16-14). Ce travail décisif démontra aussi 
définitivement que les enzymes sont spécifiées par les gènes (Sec- 
tion 1-4C). 


d. Des manipulations génétiques chez des organismes 

supérieurs renseignent sur le métabolisme 

Les organismes transgéniques (Section 5-5H) ont un grand 
intérêt pour l'étude du métabolisme. On les utilise non seulement 
pour créer des blocages métaboliques, mais aussi pour faire s'ex- 
primer des gènes dans des tissus où ils ne sont pas présents à l'ori- 
gine. Par exemple, on a introduit un gène codant la créatine 
kinase (Section 16-4C) dans le foie de souris. Cette enzyme, que 
l'on trouve normalement dans beaucoup de tissus, dont le cerveau 
et les muscles, mais qui est absent dans le foie, catalyse la forma- 
tion de phosphocréatine (Section 16-4C), substance qui assure la 
régénération rapide de l'ATP quand il se trouve en faibles quanti- 
tés. L'expression de la créatine kinase dans le foie permet à celui- 
ci de synthétiser la phosphocréatine quand l'animal est nourri de 
créatine, comme cela a été montré par des techniques de RMN in 
vivo (Figure 16-15 ; la RMN est discutée ci-dessous). La présence 
de phosphocréatine dans le foie de souris transgéniques évite aux 
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FIGURE 16-13 Voie de dégradation de la phénylalanine. On pensa 
d'abord que le phénylpyruvate était un intermédiaire de la voie, étant 
donné que des personnes atteintes de phénylcétonurie excrètent la phény- 
lalanine et le phénylpyruvate ingérés sous forme de phénylpyruvate. 
Cependant, on démontra que le phénylpyruvate n'est pas un précurseur 
de l'homogentisate ; en fait, la formation de phénylpyruvate n'est signifi- 
cative que lorsque la concentration en phénylalanine est anormalement 
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FIGURE 16-14 Voie de biosynthèse de l’arginine où sont indiqués les 
points de blocage génétique obtenus par mutation. Tous ces mutants 
croissent en présence d'arginine, mais le mutant 1 croît aussi en présence 
des acides aminés-@ non protéiques, la citrulline ou l'ornithine, et le 
mutant 2 croît en présence de citrulline, Ceci parce que chez le mutant 1, 


animaux de connaître des chutes brutales de la concentration en 
ATP provoquées habituellement par une surcharge de fructose 
(Section 17-SA). Grâce à ces techniques de manipulation géné- 
tique, on peut étudier les mécanismes de contrôle métabolique in 
vivo. 


{a) Foie témoin 
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FIGURE 16-15 Expression de la créatine kinase dans le foie de souris 
transgénique révélée par RMN du !P in vivo. (a) Spectre d'un foie de 
souris normale nourrie avec un régime additionné de 2 % de créatine, Les 
pics du phosphate inorganique (P,) des groupements phosphoryle @, B et 
y de l'ATP et des esters monophosphate (PME) sont marqués. (b) Spectre 
du foie d'une souris transgénique pour la créatine kinase nourrie comme 
la souris normale. PCr indique le pic de la phosphocréatine. [D'après 
Koretsky, A.P.. Brosnan, M.J., Chen, L., Chen, J., and Van Dyke, T.A., 
PDonn Nail Annd Cu 7 2114/1001 


une enzyme conduisant à la formation d'ornithine est absente alors que 
les enzymes qui interviennent ensuite sont présentes. Chez le mutant 2, 
l'enzyme qui catalyse la formation de citrulline est déficiente, alors que 
Chez le mutant à une enzyme qui assure la conversion de citrulline en 
arginine fait défaut. 


Les voies métaboliques sont régulées par le contrôle de l'acti- 
vité des enzymes régulatrices (Sections 17-4 et 18-3) et de la 
concentration de ces enzymes par modification de l'expression 
génique (Sections 31-3, 32-4 et 34-3). L'étude de ce deuxième type 
de contrôle par les hormones et le régime alimentaire est mainte- 
nant abordée par le recours aux animaux transgéniques. Des gènes 
indicateurs (gènes «rapporteurs » dont les produits sont facile- 
ment décelables ; Section 5-5G) sont mis sous le contrôle de pro- 
moteurs (éléments régulateurs de l'initiation de la transcription ; 
Section 5-SA) qui contrôlent l'expression d'enzymes régulatrices 
spécifiques, et le gène combiné résultant est exprimé dans les ani- 
maux transgéniques. Ceux-ci peuvent alors être traités par des hor- 
mones et/ou être soumis à un régime alimentaire spécial puis on 
mesure la formation du produit du gène indicateur. Par exemple, 
on a couplé le promoteur du gène codant l'enzyme phosphoénol- 
pyruvate carboxykinase (PEPCK) au gène de structure qui code 
l'hormone de croissance (GH). La PEPCK, enzyme de régulation 
important de la gluconéogenèse (mécanisme de synthèse de glu- 
cose à partir de précurseurs non glucidiques ; Section 23-1), se 
trouve normalement dans le foie et les reins mais est absente du 
sang. La GH quant à elle, est sécrétée dans le sang et elle peut être 
facilement mesurée par ELISA (Section 6-1D). Des souris trans- 
géniques pour PEPCK/GH ont été nourries soit avec un régime 
riche en glucides et pauvre en protéines (l'activité PEPCK est 
diminuée), soit avec un régime riche en protéines et pauvre en glu- 
cides (l'activité PEPCK est augmentée). La GH en concentration 
élevée n’a été détectée que dans le sérum des souris transgéniques 
nourries avec le régime riche en protéines, ce qui signifie que la 
GH a été synthétisée sous le même contrôle diététique que celui de 
la PEPCK exprimée par le gène normal. Ainsi peut-on suivre en 
continu, quoiqu'indirectement, l'activité PEPCK de souris 
PEPCK/GH en dosant la GH dans le sérum (la mesure directe de 
la PEPCK dans le foie ou le rein de souris oblige à sacrifier l'ani- 
mal et ne peut donc être faite qu'une fois). L'utilisation de gènes 
indicateurs est donc très intéressante pour l'étude du contrôle 
génétique du métabolisme in vivo. 

On peut aussi introduire chez un animal supérieur comme 
la souris une mutation qui inactive ou élimine une enzyme 
ou une protéine de contrôle d'une voie métabolique. De telles 
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souris knockout (Section 5-5H) ont été très utiles pour l'étude 
des mécanismes de contrôle du métabolisme, Ainsi, on a cru que 
l'activité PEPCK n'était régulée que par sa concentration. Nous 
avons vu que le régime influence sa production. Cependant, ce 
type de contrôle vient se superposer à une régulation au cours 
du développement. L'enzyme est absente chez l'embryon et n’ap- 
paraît qu'à la naissance lorsque la gluconéogenèse doit fournir 
le glucose qui, jusqu'alors, était disponible én utero. Une des pro- 
téines tenues pour responsables de la régulation développemen- 
tale de la production de PEPCK est C/EBPa (CAAT/enhancer- 
binding protein @), un facteur de transcription (Section 5-4A ; 
la régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes est traitée 
dans la Section 34-3B). Les souriceaux nouveau-nés avec délé- 
tion homozygote du gène c/ebpa (knockout c/ebpa) ne produi- 
sent pas de C/EBPa&, ni donc non plus de PEPCK. Par consé- 
quent, leur foie ne peut synthétiser le glucose nécessaire au 
maintien de leur glycémie une fois privés de la circulation mater- 
nelle, De fait, ces souris meurent d’hypoglycémie dans les 8 h 
qui suivent leur naissance. Il est évident que C/EBP« joue un 
rôle important dans la régulation de la PEPCK au cours du déve- 
loppement. 


B. Les isotopes en biochimie 


Le marquage spécifique de métabolites en vue de suivre leurs 
interconversions est une technique indispensable pour élucider 
les voies métaboliques. C'est en 1904 que Franz Knoop a inau- 
guré cette technique pour étudier l'oxydation des acides gras. 
Il nourrit des chiens avec des acides gras chimiquement marqués 
par des groupements phényles puis il isola de leurs urines 
les produits phénylés formés. De la nature différente de ces pro- 
duits, selon que les acides gras de départ avaient un nombre 
impair ou pair d'atomes de carbone, il déduisit que les acides 
gras élaient dégradés en unités à deux atomes de carbone (Sec- 
tion 25-2). 


a. Les molécules marquées par des isotopes ont des 
propriétés chimiques inchangées 


Le marquage chimique présente l'inconvénient de modifier 
les propriétés chimiques des métabolites marqués. On élimine ce 
problème en marquant les molécules d'intérêt avec des isotopes 
(atomes qui ont le même nombre de protons mais un nombre 
différent de neutrons dans leurs noyaux). Se rappeler que les 
propriétés chimiques d'un élément dépendent de sa configuration 
électronique qui. à son tour, est déterminée par son nombre ato- 
mique, et non par sa masse atomique. Le destin métabolique 
d’un atome spécifique dans un métabolite peut être ainsi élucidé 
en marquant cet atome par un isotope et en suivant son devenir 
dans la voie métabolique d'intérêt, L'avènement des techniques 
de marquage par isotopes dans les années 1940 a par conséquent 
révolutionné l'étude du métabolisme. (Les effets isotopiques, qui 
correspondent à des modifications des vitesses de réaction dues 
aux différences de masses entre isotopes sont négligeables dans 
la plupart des cas. Quand ils sont significatifs, en particulier avec 
les isotopes de l'hydrogène, le deutérium et le tritium, on les met 
à profit pour approfondir les mécanismes des réactions enzyma- 


b. La RMN peut être utilisée pour étudier le métabolisme 
dans l'animal entier 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet de détecter 
des isotopes spécifiques en raison de leurs spins nucléaires carac- 
téristiques. Par exemple, 'H, C et *'P sont des isotopes détectés 
par RMN. Comme le spectre RMN d'un noyau particulier varie 
avec son environnement immédiat, il est possible d'identifier les 
pics correspondant à des atomes spécifiques même dans des 
mélanges relativement complexes. 

La construction d'électro-aimants suffisamment grands adaptés 
aux animaux et aux êtres humains et permettant de réaliser des 
spectres au niveau d'organes spécifiques, a rendu possible l'étude 
des voies métaboliques par les techniques de RMN sans recourir à 
des interventions chirurgicales. Ainsi, la RMN du ‘!P est utilisée 
pour étudier le métabolisme énergétique dans le muscle en mesu- 
rant en continu les concentrations d'ATP, d'ADP, de phosphate 
inorganique et de phosphocréatine (Fig. 16-15). Un dispositif 
expérimental de RMN du ‘!P a été breveté pour mesurer l’effica- 
cité du métabolisme musculaire et la puissance maximum des che- 
vaux de courses pendant qu'ils marchent ou qu'ils courent sur un 
tapis roulant mécanique, afin de répérer les animaux prometteurs 
ct d'évaluer l'efficacité de leur entraînement et de leur régime ali- 
mentaire. 

Le marquage par °C (qui ne représente que 1,10 % du carbone 
naturel) d'atomes spécifiques de métabolites permet de suivre le 
devenir métabolique de ces atomes par RMN du *C. La Fig. 16-16 
montre le spectre de RMN du C obtenu in vivo d'un foie de rat 
avant et après une injection de D-[1-"C]glucose. On peut suivre 
l'entrée du lC dans le foie et sa transformation en glycogène 
(forme de stockage du glucose ; Chapitre 18). Les techniques de 
RMN du 'H sont utilisées actuellement pour déterminer les 
niveaux in vivo d'une série de métabolites dans des tissus comme 
le cerveau ou le muscle. 


c. Détection des isotopes radioactifs 

Tous les éléments ont des isotopes. Par exemple, la masse ato- 
mique du CI naturel est de 35,45 D parce que, du moins sur la 
Terre, c'est un mélange de 55% de CI et de 45% de *CI 
(d'autres isotopes de CI sont également présents mais à l’état de 
traces). Les isotopes stables sont généralement identifiés et dosés 
par spectrométrie de masse ou par RMN. Cependant, beaucoup 
d'isotopes sont instables : ils sont l'objet d'une désintégration 
radioactive, processus qui se traduit par l'émission de particules 
subatomiques du noyau radioactif comme des noyaux d'hélium 
(particules a), des électrons (particules B) et/ou des photons 
(radiations y). Les noyaux radioactifs émettent des radiations qui 
ont des énergies caractéristiques. Par exemple, *H, #C et P émet- 
tent tous des particules f mais avec des énergies respectives de 
0,018, 0,155, et 1,71 MeV. Les radiations du ŸP sont donc très 
pénétrantes alors que celles du *H et du *C ne le sont pas. (Néan- 
moins, *H et l#C, comme tous les isotopes radioactifs, doivent être 
manipulés avec le plus grand soin car ils peuvent causer des 
lésions génétiques après ingestion.) 

Les radiations peuvent être détectées par plusieurs techniques. 
Le comptage proportionnel (dont la forme la plus simple est le 
compteur Geiger), le comptage en liquide scintillant, et l’auto- 
radiographie sont les techniques les plus utilisées en biochimie. 
Les compteurs proportionnels détectent électroniquement l'ionisa- 
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Glucose et — CHy — FIGURE 16-16 Conversion du [1-C]-glucose 
(a) glycogène 17 en glycogène mise en évidence par RMN loca- 
lisée du LC in vivo. (a) Spectre RMN du "C 
CC Ce À montrant la quantité normale de cet isotope dans 
5 | Choline un foie de rat vivant. Noter la résonance corres- 
—C=C— TT | —NCH;} pondant au C1 du glycogène. (h) Spectre RMN 


C1 Glycogène 


ppm 


peuvent distinguer des particules d'énergie différente et permettent 
ainsi de déterminer simultanément les quantités respectives de 
deux isotopes différents, ou plus. 

Bien que les compteurs proportionnels soient d'utilisation très 
simple, les radiations de deux des isotopes les plus utilisés en bio- 
chimie, *H et C, n'ont pas assez d'énergie pour entrer avec une 
efficacité suffisante dans la chambre de détection de ces comp- 
teurs. Cet écueil est contourné grâce au comptage en liquide scin- 


TABLEAU 16-2 Quelques isotopes utilisés en biochimie 


Isotopes stables 
Noyau Pourcentage naturel (%) 
2H 0.015 
5C 1.07 
5N 0.37 
5O 0.20 
Isotopes radioactifs 
Noyau Radiation Demi-vie 
H B 12,33 années 
"C B 5715 années 
Na B*,+ 2,60 années 
xp B 14,28 jours 
5s B 87,2 jours 
Ca B 162,7 jours 
Co B,7 5,271 années 
ë] Y 59,4 jours 
Bi] B,+ 8,04 jours 


Source : Holden, N.E.. in Lide, D.R. (Éd.), Handbook of Chemistry and 
Phuecire (M7 £AA% en 11-61 à 197 CRC Proce CNE 


du foie du même rat environ 5 minutes après 
injection intraveineuse de 100 mg de [1-C}-glu- 
cose (enrichi à 90%). Les résonances de l'atome 
C1 des anomères & et B du glucose se distin- 
guent aisément l'une de l'autre et de celle de 
l'atome C1 du glycogène. (c) Spectre RMN du 
DC du foie du même rat environ 30 minutes 
après l'injection de [1-"C}-glucose. Les réso- 
nances des anomères & et B du glucose sont 
toutes deux très réduites tandis que la résonance 
du C1 du glycogène à augmenté. [D'après Reo, 
N.V.. Sigefried, B.A.. and Acherman, 1.J.H., 

1. Biol, Chem. 259, 13665 (1984)]. 


tillant. Dans cette technique, un échantillon radioactif est dissous 
ou mis en suspension dans une solution de substances fluores- 
centes qui émettent de la lumière (des photons) sous l'effet d’une 
radiation. La lumière émise est détectée électroniquement de sorte 
que le nombre de photons peut être compté. Le noyau émetteur 
peut aussi être identifié car l'intensité du photon est proportion- 
nelle à l'énergie de la radiation (le nombre de molécules fluores- 
centes excitées par une particule radioactive est proportionnel à 
l'énergie de la particule). 

Dans le cas de l’autoradiographie, la radiation est révélée par 
le noircissement d'une pellicule photographique. L'échantillon 
radioactif est déposé sur (quelquefois mélangé à) l'émulsion pho- 
tographique et, après un temps d'exposition variable (de quelques 
minutes à plusieurs mois), la pellicule est développée. L'auto- 
radiographie est très utilisée pour localiser des substances radioac- 
tives dans des gels de polyacrylamide (cf. Fig. 6-27). On utilise de 
même des compteurs de radiations permettant de détecter leur 
position (films électroniques). 


d. Les isotopes radioactifs ont des demi-vies 

caractéristiques 

La désintégration radioactive est un processus qui se fait au 
hasard, dont la vitesse pour un isotope donné ne dépend que du 
nombre d’atomes radioactifs présents. C'est donc un processus 
d'ordre un dont la demi-vie, 1,,,, ne dépend que de la constante de 
vitesse, &, du processus de désintégration (Section 14-1B): 

In2 0,693 


he n [14.5] 


La valeur de k étant différente pour chaque isotope radioactif, cha- 
cun a une demi-vie caractéristique. Les propriétés de quelques iso- 
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5NHS 


O0CCH,CH,CH—CO0 
5NH, 


Glutamate D 7 


H 
H,6—C—CO0 


H; 


H,Ç 
CHCH,CH—CO0 
H,C NH; 


Leucine 


00C—CH,—CHy 


FIGURE 16-17 Origine métabolique des atomes d'azote du noyau hème. Seule la [''N]glycine, parmi de 


nombreux métabolites marqués par N, est un précurseur du l°N-hème. 


topes utilisés couramment en biochimie sont données dans le 
Tableau 16-2. 


e. Les isotopes sont indispensables pour élucider les 
origines métaboliques de métabolites complexes et les 
relations entre précurseurs et produits 
Les origines métaboliques de molécules complexes comme 

l'hème, le cholestérol et les phospholipides peuvent être détermi- 

nées en administrant à des animaux des substances de départ iso- 
topiquement marquées puis en isolant les produits formés. L'une 
des premières avancées dans la compréhension d'une voie méta- 
bolique obtenue par cette technique a été la démonstration par 

David Shemin et David Rittenberg en 1945, que les atomes d'azote 

de l'hème proviennent de la glycine et non de l'ammoniac, de 

l'acide glutamique, de la proline ou de la leucine (Section 26-4A). 

Pour ce faire, ils ont nourri des rats avec des aliments marqués par 

IN, puis ils ont isolé l'hème de leur sang et analysé sa teneur en 

IN, Seuls les rats nourris avec de la ['SN]glycine avaient un noyau 

['SJN-hème (Fig. 16-17), Cette technique a permis également de 

montrer que tous les atomes de carbone du cholestérol proviennent 

de l'acétyl-CoA (Section 25-6A). 

L'utilisation de traceurs isotopiques permet aussi de déterminer 
l'ordre d'apparition des métabolites intermédiaires, ce qu'on 
appelle les relations précurseur-produit. Prenons l'exemple de la 
biosynthèse des lipides complexes comme les plasmalogènes et 


en ei RP. SE LR, 26,22... A6 OA EL... 18... 


cylglycérophospholipides sont des éthers, tandis que les plasmalo- 
gènes, très voisins, sont des éthers vinyliques. Leurs structures très 
semblables conduisent à se demander quel est le précurseur et quel 
est le produit. Deux voies de synthèse sont possibles (Fig. 16-18) : 


L. Le substrat de départ est transformé en éther vinylique (plas- 
malogène), qui est ensuite réduit pour donner l'éther (alkylacyl- 
glycérophospholipide). Dans ce cas, l'éther vinylique serait le pré- 
curseur et l'éther le produit. 


Substrats de départ 
Voie 1 Voie II 


CHy—0— CH —CH—R CHy— 0 — CHy — CHy—R' 


| Ether vinylique L Ether 
| réduction | oxydation 
CHy—0— CH, —CHy—R' CH;—0—CH=CH—R 
| Ether | Ether vinylique 


R R 


FIGURE 16-18 Deux voies possibles pour la synthèse de phospholi- 
pides contenant un éther où un éther vinylique. (1) L'éther vinylique 
est le précurseur et l'éther est le produit. (11) L'éther est le précurseur et 
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IL L'éther est formé en premier puis oxydé pour donner 
l'éther vinylique. L'éther serait alors le précurseur et l’éther viny- 
lique le produit. 

Les relations précurseur-produit peuvent être très facilement 
élucidées en utilisant des traceurs radioactifs. Un « pulse » de pro- 
duit de départ marqué (radioactif) est administré à un organisme et 
les radioactivités spécifiques des métabolites formés sont mesurées 
en fonction du temps (Fig. 16-19): 


Substrat de départ* —> A* — B* —> produits formés* 


(* représente le marqueur radioactif). Comme nous le verrons dans 
la Section 16-6B, les voies métaboliques sont normalement à l'état 
stationnaire, ce qui signifie que pour chaque réaction, le débit de 
métabolites est constant. De plus, les vitesses de la plupart des 
réactions métaboliques sont d'ordre un pour un substrat donné. 
Dans ces conditions, la vitesse de changement de radioactivité de 
B, [B*], est égale à la vitesse de transfert du marqueur de A* à B* 
moins la vitesse de transfert du marqueur de B* au produit suivant 
de la voie : 


La 
TT 2 {AS — Be] = KÇA®] — (BD 11611 
où k est la constante de vitesse de pseudo-ordre un pour la conver- 
sion de A en B et de B en son produit, et f est le temps. L'examen 
de cette équation permet de savoir quels sont les critères auxquels 
on doit satisfaire pour prouver que A est le précurseur de B 
(Fig. 16-19): 

L. Avant que la radioactivité du produit B* ne soit maximale, 
d{B*]/dt > 0, soit [A*] > [B*]; autrement dit, tant que la radioac- 
tivité d'un produit augmente, elle doit rester inférieure à celle de 
son précurseur. 

2. Quand [B*] est maximum, d]B*]/dt = 0, d'où [A*] = [B*]; 
c'est-à-dire, quand la radioactivité d'un produit atteint son maxi- 
mum, elle doit être égale à celle de son précurseur. Ceci implique 
également que /a radioactivité d'un produit atteint son maximum 
après que son précurseur l'ait atteint. 

3. Quand [B*] diminue, d[B*]/dt < 0, d'où [A*] < [B*]}, ce qui 
signifie qu'après que la radioactivité d'un produit a atteint son 
maximum, elle doit rester supérieure à celle de son précurseur. 


Par cette détermination de la relation précurseur-produit entre 
alkylacylglycérophospholipide et plasmalogène, avec des produits 
de départ marqués par C, on a établi que l'éther est le précurseur 
et l'éther vinylique le produit (Fig. 16-18, Schéma II). 


C. Organes, cellules et organites subcellulaires 
isolés 


On doit non seulement comprendre la chimie et les mécanismes 
catalytiques qui accompagnent chacune des réactions d'une voie 
métabolique, mais encore savoir où se déroule cette voie dans l'or- 
ganisme. Le métabolisme a d'abord été étudié sur l'animal entier. 
Par exemple, le rôle du pancréas dans le diabète a été démontré par 
Frederick Banting et Charles Best en 1921 en pratiquant l’ablation 
de cet organe sur des chiens et en constatant que ces animaux 


Radioactivité spécifique 


Temps après addition du substrat de départ marqué 


FIGURE 16-19 Transfert d’un puise de radioactivité depuis un pré- 
curseur vers un produit. Au point 1, la radioactivité du produit (B*, 
violet) est croissante et inférieure à celle de son précurseur (A*, orange): 
au point 2, la radioactivité du produit est maximum et égale à celle de 
son précurseur ; et au point 3, la radioactivité du produit diminue et reste 
supérieure à celle de son précurseur. 


Les produits du métabolisme d’un organe donné peuvent être 
étudiés par perfusion de l’organe ou en utilisant des tranches de 
tissu. Dans la perfusion d'organe, celui-ci est enlevé par dissection 
et ses artères et ses veines sont reliées à un système circulatoire 
artificiel. La composition du milieu qui entre dans l'organe peut 
donc être définie et l'on peut suivre les produits de son métabo- 
lisme. On peut également étudier les processus métaboliques en 
utilisant des tranches de tissu suffisamment minces pour être nour- 
ries par simple diffusion dans une solution nutritive appropriée. 
Ouo Warburg a été le pionnier de cette technique au début du ving- 
tième siècle, grâce à des méthodes manométriques qui lui ont per- 
mis de mesurer la consommation d'O, de tranches de tissu, et ainsi 
d'étudier la respiration. 

Un organe ou un tissu donné contient généralement différents 
types de cellules. Des trieurs de cellules permettent de séparer 
celles-ci selon leurs caractéristiques après traitement par la tryp- 
sine et la collagénase pour détruire la matrice extracellulaire qui 
les réunit dans les tissus. Cette technique permet une localisation 
plus précise d'une fonction métabolique, Un type cellulaire donné 
peut être mis en culture pour être étudié, Bien que les cellules en 
culture perdent souvent leurs fonctions spécifiques, on a mis des 
techniques au point pour cultiver plusieurs types cellulaires qui 
conservent leurs caractéristiques originales. 

Chez les eucaryotes, les voies métaboliques se déroulent dans 
différents compartiments cellulaires en raison de la présence des 
organites intracellulaires (voir Section 16-1), comme l'indique le 
Tableau 16-1. Par exemple, les phosphorylations oxydatives ont 
lieu dans les mitochondries, tandis que la glycolyse et la biosyn- 
thèse des acides gras se font dans le cytosol, Ces observations ont 
été faites en détruisant les cellules et en fractionnant leurs consti- 
tuants par centrifugation différentielle (Section 6-1B), éventuelle- 
ment suivie d'une ultracentrifugation sur gradient de densité de 
saccharose ou sur gradient de densité à l'équilibre de CsCI, qui 
sépare les particules respectivement selon leur taille et leur densité 
(Section 6-5B). Les fractions cellulaires sont ensuite analysées 
pour déterminer leurs fonctions biochimiques. 
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4 B THERMODYNAMIQUE DES 
COMPOSÉS PHOSPHORYLÉS 


Les processus endergoniques qui assurent le maintien en vie des 
organismes sont rendus possibles par les réactions exergoniques 
de l'oxydation des nutriments. Ce couplage dépend le plus souvent 
de la synthèse de quelques intermédiaires «riches en énergie » 
dont l'hydrolyse exergonique permet les processus endergoniques. 
Ces intermédiaires forment ainsi une sorte de « monnaie » univer- 
selle d'énergie libre versée par les réactions exergoniques et utili- 
sée par les processus endergoniques biologiques. 

L'adénosine triphosphate (ATP ; Fig. 16-20), que l'on trouve 
dans tout être vivant, est le composé riche en énergie qui constitue 
la « monnaie » énergétique cellulaire la plus courante. Fritz Lip- 
mann et Herman Kalckar furent les premiers à montrer son rôle 
central dans le métabolisme énergétique en 1941, L'ATP est formé 
d’adénosine à laquelle trois groupements phosphoryle (—POÏ) 
sont liés à la suite, par l'intermédiaire d'une liaison ester phos- 
phate et de deux liaisons pyrophosphate (appelées aussi anhy- 
dride phosphate N.d.T.). L' adénosine diphosphate (ADP) et le 

‘-adénosine monophosphate (AMP) sont formés de la même 
manière mais avec respectivement deux et un groupements phos- 
phoryle. 

Dans cette section nous étudierons la nature des réactions de 
transfert de groupements phosphoryle, verrons pourquoi certaines 
de ces réactions sont si exergoniques, et examinerons succincte- 
ment comment la cellule utilise et régénère l'ATP. 


A. Réactions de transfert de groupements 
phosphoryle 


Les réactions de transfert de groupements phosphoryle, 
R;—O0—PO; + R,—OH == R,—OH + R,—0—PO; 


ont une importance métabolique considérable. Certaines de ces 
réactions parmi les plus importantes impliquent la synthèse et l'hy- 
drolyse de l'ATP : 


ATP + H,0 == ADP * P, 
ATP + HO == AMP + PP, 


où P,et PP, symbolisent respectivement le phosphate inorga- 
nique (POS) et le pyrophosphate (P,05") dans l’un de leurs états 
d'ionisation possibles, Ces réactions très exergoniques sont cou- 
plées à de nombreux processus biochimiques endergoniques ce qui 
assure leur déroulement complet. Réciproquement, la régénération 
de l'ATP est assurée par couplage avec un processus métabolique 
encore plus exergonique que son hydrolyse (la thermodynamique 
des réactions couplées a été exposée dans la Section 3-4C). 

Afin d'illustrer ces notions, prenons deux exemples de réac- 
tions de transfert de groupements phosphoryle. La première réac- 
tion du métabolisme du glucose est sa conversion en glucose-6- 
phosphate (Section 17-2A). Or, la réaction directe du glucose avec 
P; est thermodynamiquement défavorable (Fig. 16-214). Cepen- 
dant, dans les systèmes biologiques, cette réaction est couplée à 
l'hydrolyse exergonique de l'ATP, ce qui rend la réaction globale 
thermodynamiquement favorable. La régénération de l'ATP est 
aseurée de manière analogue. en counlant sa synthèse à partir 


,"0—P+—0—P—0—P+0—CH, 0 
ù ME (F: ll: 
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FIGURE 16-20 Structure de l'ATP montrant sa relation à l'ADP, 
l'AMP et l’adénosine, Les groupements phosphoryle, en partant de celui 
de l'AMP, sont désignés par phasphates @«, B, et y. Noter les différences 
entre les liaisons ester phosphate et pyrophosphate. 


d'ADP et de P, à la réaction encore plus exergonique de l'hydro- 
lyse du phosphoénolpyruvate (Fig. 16-21h; Section 17-2J). 
L'intérêt bioénergétique des réactions de transfert de groupe- 
ments phosphoryle vient de leur stabilité cinétique à l'hydrolyse, 
associée à leur pouvoir de transmettre des quantités relativement 
importantes d'énergie libre. Les valeurs de AG°’ qui accompa- 
gnent l'hydrolyse de plusieurs composés phosphorylés biochimi- 
quement importants sont données dans le Tableau 16-3. Ces 
mêmes valeurs, mais de signe opposé, sont souvent appelées 
potentiels de transfert de groupement phosphate ; elles expri- 
ment la tendance des composés phosphorylés de transférer à l'eau 
leurs groupements phosphoryle, Noter que l'ATP a un potentiel de 
transfert de groupement phosphate intermédiaire. Dans des condi- 
tions standard, les composés situés au-dessus de l'ATP dans le 


Tableau 16-3 peuvent spontanément transférer un groupement 


TABLEAU 16-3 Variation d'énergie libre standard lors de l'hy- 


drolyse de quelques composés phosphorylés importants en bio- 
chimie 


Composé AG°'(k] + mol”!) 
Phosphoénolpyruvate 61,9 
1.3-Bisphosphoglycérate —49,4 
Acétyl phosphate —43,1 
Phosphocréatine —43,] 
PP, 333 
ATP (— AMP + PP) -322 
ATP (— ADP + P}) —30,5 
Glucose-1-phosphate —20,9 
Fructose-6-phosphate 13,8 
Glucose-6-phosphate — 13,8 
Glycérol-3-phosphate —9,2 


Source : Jencks, W.P., in Fasman, G.D. (Éd.), Handbook of Biochemistry 
and Molecular Biology (3° 6d.), Physical and Chemical Data, Vol. 1 
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(a) AO" (KT « mot”) 
Demi réaction 
endergonique 1 P, + glucose = glucose-6-P + H,0 +13,8 
Demi réaction 
exergonique 2 ATP + H,0 = ADP + P, -30,5 
Réaction 
couplée globale ATP + glucose æ— ADP + glucose-6-P -16,7 
(b) AG°" (k.J + mol”!) 
Demi réaction Ps | 
exergonique 1 X + H0 == CHj—C—CO0 + P, -61,9 
OPOF 
Phosphoénolpyruvate Pyruvate 
Demi réaction 
endergonique 2 ADP + P, == ATP + H,0 +30,5 
Réaction CO Il 
couplée globale CH= + ADP == CHy—C—CO007 + ATP 314 
OPOF 


FIGURE 16-21 Exemples de réactions de couplage mettant en jeu 
l'ATP, (a) Phosphorylation du glucose pour donner du glucose-6-phos- 
phate et de l'ADP. (b) Phosphorylation de l'ADP par le phosphoénolpy- 
ruvate pour former de l'ATP et du pyruvate. Chaque réaction est décom- 


phosphoryle à l'ADP pour donner de l'ATP qui, à son tour, peut 


transférer un groupement phosphoryle aux produits d'hydrolyse 
(forme ROH) des composés situés en dessous de lui. 


a. Le AG de l’hydrolyse de l'ATP varie avec le pH, la 
concentration en ions métalliques divalents, et la force 
ionique 
Le AG d'une réaction varie en fonction des concentrations 

totales de ses substrats et de ses produits et donc avec leurs états 

d'ionisation (Ég. (3.15). Les AG de l'hydrolyse des composés 
phosphorylés sont donc très dépendants du pH, de la concentration 
en ions métalliques divalents (les ions métalliques divalents 
comme Mg* ont une forte affinité de liaison au phosphate), et 
de la force ionique. Compte tenu des estimations des valeurs intra- 
cellulaires de ces différents facteurs et des concentrations respec- 
tives en ATP, ADP, et P, (généralement de l'ordre du millimolaire), 
l'hydrolyse de l'ATP dans des conditions physiologiques s’ac- 
compagne d'un AG = -50 kJ:mol! au lieu de la valeur de 

-30,5 kJ:mol-! de son AG°, Cependant, par souci de cohérence 

lors de comparaisons avec d'autres réactions, nous utiliserons 

généralement cette dernière valeur. 

Ce que nous venons de voir avec l'ATP n'a rien d'exception- 
nel. Il faut garder présent à l'esprit que dans une cellule donnée, 
les concentrations de la plupart des molécules varient en fonction 
du lieu et du temps. De fait, les concentrations de nombreux ions, 
de coenzymes et de métabolites, varient de plusieurs ordres de 
erandeur de part et d'autre des frontières membranaires des orea- 


posée en deux demi-réactions : phosphorylation directe (dermi-réaction 1) 
et hydrolyse de l'ATP (demi-réaction 2). Dans les deux exemples, les 
derni-réactions se font dans le sens qui correspond à une variation d'éner- 
gie libre globale négative (réaction exergonique). 


nites. Malheureusement, il est généralement très difficile de mesu- 
rer avec précision la concentration d'une espèce chimique donnée 
au sein d'un compartiment cellulaire spécifique. Les valeurs de AG 
de la plupart des réactions in vivo ne sont que des estimations. 


B. Explication rationnelle de l’« énergie » des 
composés « riches en énergie » 


Les liaisons dont l'hydrolyse s'accompagne d'un AG° très néga- 
tif (< — 25 kJ-mol”!) sont appelées liaisons à «haut potentiel 
énergétique » ou liaisons « riches en énergie » et sont habituelle- 
ment symbolisées par le signe —. On peut ainsi représenter l'ATP 
par AR—P-P-P où A symbolise l'adényle, R le ribosyle et P les 
groupements phosphoryle. Cependant, la liaison ester phosphate 
qui réunit le groupement adénosyle de l'ATP à son groupement ot- 
phosphoryle ne semble pas très différente, de par sa structure élec- 
tronique, des liaisons « riches en énergie » qui réunissent les grou- 
pements phosphoryle @ à B et B à y. De fait, puisqu'aucune de ces 
liaisons ne présente de propriétés anormales, le terme liaison 
«riche en énergie » n'est pas approprié. (De toutes façons, il ne 
doit pas être confondu avec le terme « énergie de liaison », qui cor- 
respond à l'énergie nécessaire pour rompre, et non hydrolyser, une 
liaison covalente). Pourquoi donc, les réactions de transfert de 
groupement phosphoryle de l'ATP sont-elles si exergoniques ? La 
comparaison des stabilités respectives des substrats et des produits 
de ces réactions nous fournit l'explication. 
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FIGURE 16-22 Stabilisation électrostatique et par résonance du 
pyrophosphate et de ses produits d'hydrolyse. Les résonances en com- 
pétition flèches courbes depuis l'atome d'oxygène central) et les répul- 
sions entre charges (ligne en zigzag) entre les groupements phosphoryle 
d'une liaison pyrophosphate, diminuent sa stabilité comparée à celle de 
ses produits d'hydrolyse. 


Plusieurs facteurs sont responsables du caractère «riche en 
énergie» des liaisons pyrophosphate comme celles de l’ATP 
(Fig. 16-22): 

1. La stabilisation par résonance d’une liaison pyrophosphate 
est inférieure à celle de ses produits d'hydrolyse. Ceci est dû à ce 
que les deux groupements phosphoryle très électronégatifs d'un 
pyrophosphate sont en compétition avec les électrons x de son 
pont oxygène alors que cette compétition n'existe pas avec les pro- 
duits d'hydrolyse. Autrement dit, les besoins électroniques des 
groupements phosphoryle sont moins satisfaits dans le pyrophos- 
phate que dans ses produits d'hydrolyse. 

2. L'effet déstabilisateur des forces de répulsion électrosta- 
tiques des groupements chargés d’un pyrophosphate comparé à 
celui de ses produits d'hydrolyse est sans doute un facteur plus 
important. Dans la zone de pH physiologique, l'ATP a entre trois 
et quatre charges négatives dont les forces de répulsion électrosta- 
tiques mutuelles sont partiellement éliminées après hydrolyse de 
l'ATP. 

3. Une autre influence déstabilisatrice, difficile à évaluer, est la 
plus faible énergie de solvatation d'un pyrophosphate comparée à 
celle de ses produits d'hydrolyse, D’après certains calculs, il se 
pourrait que ce facteur fournisse la force thermodynamique prin- 
cipale qui provoque l'hydrolyse des pyrophosphates, 

Une autre propriété de l'ATP qui lui permet de jouer son rôle 
d'intermédiaire énergétique vient de ce que les liaisons pyrophos- 
phate s’hydrolysent difficilement alors que la plupart des anhy- 
drides s’hydrolysent rapidement en solutions aqueuses, Les liai- 
sons pyrophosphate se caractérisent par une valeur d'énergie 
d'activation anormalement élevée ce qui explique que l'ATP soit 
plutôt stable dans des conditions physiologiques mais qu'il s’hy- 
drolyse facilement lors de réactions enzymatiques. 


a. Autres composés « riches en énergie » 

Les composés figurant dans le Tableau 16-3 ayant des poten- 

tiels de transfert de groupement phosphate supérieurs à celui de 
l'ATP sont soumis à des influences déstabilisatrices supplémen- 
taires : 
1. Les acyles phosphate. L'hydrolyse des acyles phosphate 
(anhydrides mixtes entre acide carboxylique et acide phospho- 
rique), comme les acétyles phosphate et le 1,3-bisphosphoglycé- 
rate. 


est provoquée par les mêmes différences de compétition de réso- 
nance et d'énergie de solvatation entre substrats et produits que 


Î 
CH, —C-O0POi 
Acétyl phosphate 


+ À 
-20,POCH,—CH—C--OPO} 
1,3-Bisphosphoglycérate 


celles que nous avons vues avec les pyrophosphates. Ces effets 
seraient plus prononcés dans le cas des acyles phosphate. 

2. Enols phosphate. Le haut potentiel de transfert de groupe- 
ment phosphate des énols phosphate comme le phosphoénolpyru- 
vate (Fig. 16-21b), vient de ce que le produit d’hydrolyse énol est 
beaucoup moins stable que sa forme tautomère céto. Lors de la 
réaction d’hydrolyse d’un énol phosphate qui se fait en deux temps 
(Fig. 16-23), l'étape d'hydrolyse est sous la dépendance des 
mêmes influences que celles que nous avons déjà décrites. C'est 
donc la conversion très exergonique énol-céto qui fournit au phos- 
phoénolpyruvate un apport thermodynamique supplémentaire qui 
lui permet de phosphoryler l'ADP en ATP. 

3. Les phosphoguanidines. Le haut potentiel de transfert de 
groupement phosphate des phosphoguanidines, comme la phos- 
phocréatine et la phosphoarginine, est dû essentiellement à la 
compétition des formes en résonance de leur groupement guani- 
dine, encore plus prononcée que celle des liaisons pyrophosphate 
(Fig. 16-24). En conséquence, la phosphocréatine peut phosphory- 
ler l'ADP en ATP (cf. Section 16-4C). 

Les composés comme le glucose-6-phosphate ou le glycérol- 
3-phosphate, 


CH30PO; 
H OH 
H CH,0H 
HO  » OH HO—C—H 
H OH CH,0P0T 
a-b-Glucose-6-phosphate L-Glycérol-3-phosphate 


qui se trouvent en dessous de l'ATP dans le Tableau 16-3, ne pré- 
sentent pas de différences significatives avec leurs produits d'hy- 
drolyse, ni dans leur stabilisation par résonance, ni par l'existence 
de charges séparées. Leur hydrolyse est donc beaucoup moins 
exergonique que celle des composés riches en énergie que nous 
avons vus. 


C. Rôle de l'ATP 


Comme le montre le Tableau 16-3, l'ATP occupe une position 
intermédiaire dans la hiérarchie thermodynamique des agents de 
transfert de groupements phosphoryle. Cela permet à l'ATP de ser- 
vir de «çanal» énergétique entre les donneurs de groupement 
phosphate «riches en énergie » et les accepteurs de groupement 
phosphate « faibles en énergie » (Fig. 16-25). Voyons le fonction- 
nement général de ces transferts. 
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FIGURE 16-23 Hydrolyse du phosphoénolpyruvate. La réaction est décomposée en deux étapes, hydrolyse 
et tautomérisation. 
SAS 
- 60 
Il 
A0 
N—x 07 ne 
n É 
R = CHy—CO5 ; X = CHy à nue 
Phosphocréatine (= 
Ë -20 
NH$ È 
| 
R = CH3—CHy—CHy—CH—COz ;, X=H 8 _20 
Phosphoarginine 
FIGURE 16-24 Résonances en compétition des phosphoguanidines. ë 


En général, les réactions de transfert de groupement phosphoryle 
très exergoniques sont couplées à la formation d'ATP à partir 
d'ADP et de P,, à l'intervention de plusieurs enzymes appelées 
kinases ; ces enzymes catalysent le transfert de groupements phos- 
phoryle entre l'ATP et d'autres molécules. Prenons l'exemple des 
deux réactions représentées dans la Fig. 16-21b. Si ces deux réac- 
tions se faisaient séparément, elles ne pourraient s'influencer. 
Cependant, dans la cellule les deux réactions sont couplées par 
l'enzyme pyruvate kinase, qui catalyse le transfert direct du grou- 
pement phosphoryle du phosphoénolpyruvate sur l'ADP, d'où un 
bilan exergonique. 


o 


FIGURE 16-25 Le transfert des groupements phosphoryle depuis des 
donneurs de groupement phosphate « riches en énergie », via le sys- 
tème ATP-ADP, vers des accepteurs de phosphate « faibles en 
énergie ». 


a. Utilisation de l’ATP 

En tant que «monnaie» énergétique universelle des êtres 
vivants, l’ATP peut être utilisé de plusieurs façons : 

1. Étapes préliminaires de dégradation de substrats. L'hy- 
drolyse exergonique de l'ATP en ADP peut être couplée par une 
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FIGURE 16-26 Phosphorylation du fructose-6-phosphate par l'ATP pour donner du fructose-1,6-bisphosphate et de l'ADP, 


enzyme à une réaction de phosphorylation endergonique pour don- 
ner des composés phosphorylés de « faible énergie ». Nous avons 
déjà vu l'exemple de la réaction catalysée par l’hexokinase qui 
donne du glucose-6-phosphate (Fig. 16-21a). La réaction catalysée 
par la phosphofructokinase qui permet la phosphorylation du 
fructose-6-phosphate en fructose-1,6-bisphosphate (Fig. 16-26) 
en est un autre. Ces deux réactions ont lieu au début de la glyco- 
lyse (Section 17-2), 

2. Interconversion de nucléosides triphosphate. De nom- 
breux mécanismes de biosynthèse, synthèse des protéines et des 
acides nucléiques par exemple, nécessitent d'autres nucléosides 
triphosphate en plus de l’ATP. La biosynthèse des ARN (Sec- 
tion 31-2), nécessite les ribonucléosides triphosphate CTP, GTP, et 
UTP (Section 1-3C), en plus de l'ATP, tandis que la biosynthèse 
de l'ADN requiert les désoxyribonucléosides triphosphate dATP, 
dCTP, dGTP, et dTTP (Section 5-4C), Tous ces nucléosides tri- 
phosphate (NTP) sont synthétisés à partir de leur nucléoside 
diphosphate (NDP) correspondant et d'ATP dans des réactions 
catalysées par l'enzyme non spécifique nucléoside diphosphate 
kinase : 


ATP + NDP === ADP + NTP 
Les valeurs de AG° de ces réactions sont proches de zéro, vu les 


similitudes de structure des NTP. Ces réactions sont provoquées 
par la baisse de concentration des NTP en raison de leur hydrolyse 


exergonique couplée aux réactions de biosynthèse auxquelles ils 
participent (Section 3-4C). 

3. Processus physiologiques, L'hydrolyse de l'ATP en ADP et 
P, fournit l'énergie nécessaire à de nombreux processus physiolo- 
giques endergoniques comme le repliement des protéines sous 
l'égide de chaperons moléculaires (Section 9-2C), la contraction 
musculaire et le transport de molécules et d'ions contre un gradient 
de concentration. Généralement, ces processus s’accompagnent de 
changements conformationnels de protéines ou d'enzymes en 
réponse à leur liaison à l’ATP. Il s'ensuit l'hydrolyse exergonique 
de l'ATP et la formation d'ADP et de P,, ce qui rend ces proces- 
sus irréversibles. 

4. Hydrolyse de liaison pyrophosphate supplémentaire 
couplée à des réactions très ues. Bien que beaucoup 
de réactions utilisant l'ATP donnent de l'ADP et du P, (départ 
d'un phosphate inorganique), d'autres donnent de l'AMP et du 
PP, (départ d’un pyrophosphate inorganique). Dans ce cas, le 
PP, est rapidement hydrolysé en 2 P, par une pyrophosphatase 
inorganique (AG° = -33,5 kJ - mol”!) ce qui finalement se traduit 
par l'hydrolyse des deux liaisons pyrophosphate de l'ATP riches 
en énergie. Un exemple est celui de liaison des acides aminés aux 
molécules d’ARNt lors de la synthèse protéique (Fig. 16-27 et Sec- 
tions 5-4B et 32-2C). Les deux étapes de la réaction impliquant 
l'acide aminé sont facilement réversibles car les énergies libres 
d'hydrolyse des liaisons formées sont comparables à celle de l’hy- 
drolyse de l'ATP, La réaction est rendue irréversible par l'apport 


ARNt AMP 

H H H O 

| A | | \ ] | | 
M a + AMP—P—-P ge RC Ar B—6—C—ARN 

Nat © NH NHŸ 
Acide aminé ATP Aminoacyl-adénylate Aminoacyl-ARNt 

pyrophosphatase 
p—p inorganique 2P, 
PP; H,0 


FIGURE 16-27 Scission du pyrophosphate lors de la synthèse d'un 
aminoacyl-ARNt. Le signe (-) représente une liaison « riche en éner- 
gie ». Dans une première étape, l'acide aminé est adénylylé par 

l'ATP Lars de la seconce étane. une molécule d'ARNE déplace le motif 


AMP pour former un aminoacyl-ARNt. Le déroulement de la réaction est 
assuré par l'hydrolyse très exergonique (AG° = -33,5 kJ - mol”!} du 
pyrophosphate. 


thermodynamique supplémentaire lié à l'hydrolyse du PP, Lors de 
la biosynthèse des acides nucléiques à partir des NTP appropriés 
(Sections 30-2A et 31-2), il y a également formation de PP, Les 
variations d'énergie libre de ces réactions vitales sont proches de 
zéro, et par conséquent l'hydrolyse subséquente du PP, est indis- 
pensable pour que la biosynthèse des acides nucléiques soit assu- 
rée. 


b. Formation de l'ATP 


Afin d'assurer ses fonctions métaboliques, l'ATP doit être régé- 
néré, Trois types de processus assurent ce renouvellement : 


L. Phosphorylation liée au substrat. L'ATP peut se former, 
ainsi que le montre la Fig. 16-21b, par transfert direct d’un grou- 
pement phosphoryle d'un composé « riche en énergie » comme le 
phosphoénolpyruvate sur l'ADP. Ce type de réaction, appelée 
phosphorylation liée au substrat, intervient essentiellement au 
cours des premières étapes du métabolisme glucidique (Sec- 
tion 17-2). 


2. Phosphorylations oxydatives et photophosphorylations. 
Le métabolisme oxydatif et la photosynthèse provoquent la for- 
mation d'un gradient de concentration de protons de part et d'autre 
d'une membrane (Sections 22-3 et 24-2D). La dissipation de ce 
gradient est couplée enzymatiquement à la formation d'ATP à par- 
tir d'ADP et de P, (l'inverse de l’hydrolyse de l'ATP). Dans le 
métabolisme oxydatif, ce mécanisme est appelé phosphorylation 
oxydative, tandis que dans la photosynthèse, on l'appelle photo- 
phosphorylation. La plus grande partie de l'ATP des organismes 
qui respirent ou qui photosynthétisent est produite par ces méca- 
nismes. 


3. Réaction de l’adénylate kinase. L'AMP issu de l'hydro- 
lyse de l'ATP par hydrolyse de pyrophosphate est transformé en 
ADP lors d'une réaction catalysée par l'adénylate kinase (Sec- 
tion 17-4F): 


AMP + ATP == 2ADP 


L'ADP est ensuite phosphorylé en ATP par phosphorylation liée au 
substrat, phosphorylation oxydative ou photophosphorylation. 


c. Vitesse de turnover de l'ATP 


L'ATP assure la transmission d'énergie libre et n'est donc pas 
un réservoir d'énergie. Normalement, la quantité d'ATP intracel- 
lulaire est tout juste suffisante pour satisfaire les besoins en éner- 
gie libre de la cellule pour une minute ou deux. L'ATP est donc 
sans cesse hydrolysé et régénéré. Des études avec du *?P ont mon- 
tré que la demi-vie métabolique d'une molécule d'ATP va de 
quelques secondes à quelques minutes selon le type de cellule et 
son activité métabolique, Par exemple, les cellules du cerveau 
n'ont une réserve en ATP que pour quelques secondes (ce qui 
explique, en partie, que le tissu cérébral s’abîme très rapidement si 
l'apport en oxygène est insuffisant). Une personne moyenne 
consomme et régénère de l'ATP à une vitesse de l'ordre de 3 mol 
(1,5 kg)-k"! et cette vitesse est augmentée d'un ordre de grandeur 
on rene A'artivité intencer 
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d. La phosphocréatine constitue une réserve d'énergie à 

haut potentiel pour former de l'ATP 

Les cellules musculaires et nerveuses, dont le tumover de 
l'ATP est très élevé (un muscle en pleine action épuise son ATP en 
une fraction de seconde), ont une réserve d'énergie libre qui assure 
la régénération rapide de l'ATP. Chez les vertébrés, c'est la phos- 
phocréatine qui joue ce rôle (Fig. 16-24). Sa régénération est assu- 
rée par la phosphorylation réversible de la créatine catalysée par la 
créatine kinase : 


ATP + créatine —= phosphocréatine + ADP 
AG° = +12,6 kJ: mol°! 


Noter que cette réaction est endergonique dans les conditions stan- 
dard ; toutefois, les concentrations intracellulaires de ses substrats 
et produits sont telles (ATP 4 mA et ADP 0,013 mW) qu'elle est 
proche de l'équilibre (AG = 0). Par conséquent, quand la cellule 
est au repos, la [ATP] étant élevée, la réaction fonctionne dans le 
sens de la synthèse de la phosphocréatine, tandis que lorsque l'ac- 
tivité métabolique est intense, la [ATP] étant faible, l'équilibre de 
la réaction est déplacé pour la synthèse nette d'ATP. La phospho- 
créatine joue ainsi le rôle d'un « tampon » d'ATP dans les cellules 
qui possèdent la créatine kinase. Un muscle squelettique de verté- 
bré au repos a normalement assez de phosphocréatine pour assu- 
rer ses besoins en énergie libre pendant plusieurs minutes (mais 
pendant quelques secondes seulement en cas d'activité maximum). 
Dans les muscles de certains invertébrés comme le homard, on 
trouve de la phosphoarginine qui joue le même rôle. On appelle 
ces phosphoguanidines des phosphagènes. 


5 M RÉACTIONS D'OXYDO-RÉDUCTION 


Les réactions d’oxydo-réduction, qui se traduisent par des trans- 
ferts d'électrons, ont une importance biochimique considérable ; 
la plus grande partie de l'énergie libre des organismes vivants est 
fournie par ces réactions. Dans la photosynthèse (Chapitre 24), le 
CO, est réduit (gain d'électrons) et l’eau est oxydée (perte d'élec- 
trons) pour donner des glucides et O, grâce à un processus nor- 
malement endergonique mais qui est rendu possible par l'apport de 
l'énergie lumineuse. Dans le métabolisme aérobie, que l'on trouve 
chez tous les eucaryotes et de nombreux procaryotes, la réaction 
globale de la photosynthèse se fait essentiellement en sens inverse 
afin de mettre en réserve l'énergie libre issue de l'oxydation des 
glucides et d’autres composés organiques sous forme d'ATP (Cha- 
pitre 22). Le métabolisme anaérobie forme aussi de l'ATP, quoique 
en plus faibles quantités, grâce à des réactions d'oxydo-rédution 
intramoléculaires de différentes molécules organiques ; c'est le cas 
de la glycolyse (Chapitre 17), ou de certaines bactéries anaérobies 
qui utilisent des agents oxydants autres que O,, les sulfates et 
nitrates par exemple. Dans cette section, nous étudierons la ther- 
modynamique des réactions d'oxydo-réduction afin de com- 
prendre les aspects quantitatifs de ces processus biologiques pri- 
mordiaux. 


A. L'équation de Nernst 


Les réactions d’oxydo-réduction (ou systèmes redox) res- 
semblent à des réactions de transfert de groupes. Par exemple, lors 
d'une réaction d'hvdrolvee il v a tranefert d'un erounement fonc. 
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tionnel à l'eau. Dans les réactions d'oxydo-réduction, les 
« groupes » transférés sont des électrons, qui vont d'un donneur 
d'électrons (agent réducteur) vers un accepteur d'électrons 
(agent oxydant). Par exemple, dans la réaction 


Fe** + Cu' = Fe* + Cu?‘ 


Cu’, l'agent réducteur, est oxydé en Cu?* tandis que Fe**, l'agent 
oxydant, est réduit en Fe?*. 

Les réactions d'oxydo-réduction peuvent être décomposées en 
deux demi-réactions ou couples redox : 


Fe" + —= Fe?* (réduction) 
Cu* == Cu* + € (oxydation) 


dont la somme donne la réaction ci-dessus. Ces demi-réactions ont 
lieu au cours du métabolisme oxydatif lors du transfert vital 
d'électrons qui se déroule dans les mitochondries, sous la dépen- 
dance de la cytochrome c oxydase (Section 22-2C). Noter que le 
transfert d'électrons nécessite que les deux demi-réactions se fas- 
sent simultanément. De fait, les électrons sont les intermédiaires 
communs aux deux demi-réactions. 


a. Piles électrochimiques 

Dans une demi-réaction, on trouve un donneur d'électrons et sa 
forme conjuguée accepteur d'électrons; dans la demi-réaction 
d'oxydation ci-dessus, Cu* est le donneur d'électrons et Cu* est 
sa forme conjuguée accepteur d'électrons, Ensemble, ils consti- 
tuent un couple redox conjugué analogue à une paire acide-base 
conjuguée (HA et A”) d'un acide de Bronsted (Section 2-2A). 
Cependant, il y a une différence importante entre un couple redox 
et une paire acide-base, car les deux demi-réactions d'une réaction 
d'oxydo-réduction, qui forment chacune un couple redox conju- 
gué, peuvent se dérouler dans deux compartiments séparés pour 
constituer une pile électrochimique (Fig. 16-28). Dans ce disposi- 
tif, chaque demi-réaction se déroule dans sa demi-pile séparée, et 
les électrons circulent entre les demi-piles sous forme de courant 
électrique grâce au fil conducteur qui relie les deux électrodes. Un 
pont salin ferme le circuit électrique permettant aux ions de migrer 
et de maintenir l'électroneutralité. 


FIGURE 16-28 Exemple de pile électrochimique. Depuis la demi-cel- 
lule où a lieu l'oxydation (Cu* —+ Cu + «°), les électrons libérés pas- 
sent par un fil conducteur dans la demi-pile où se fait la réaction de 
réduction (e” + Fe" —+ Fe2*), L'électroneutralité entre les deux cellules 
est maintenue par le transfert d'ions via un pont salin contenant un élec- 


Il est très facile de mesurer la variation d'énergie libre d’une 
réaction d'oxydo-réduction en mesurant la force électromotrice 
entre les deux électrodes de la pile (différence de voltage entre les 
deux demi-piles). Soit la réaction d'oxydo-réduction générale sui- 
vante : 


AS + Br = À, + Ba 


dans laquelle # électrons par mole de substrat sont transférés du 
réducteur (B,.) à l'oxydant (A%). La variation d'énergie libre de 
cette réaction s'exprime, d'après l'Ég. [3.15] par: 


AG = AG° + ern(ne) (162) 
red 
D'après l'équation [3.12], dans des conditions réversibles, on a : 
AG = =ÿ" = =ÿÿy (163) 


où w”, le travail à pression et volume constants est, dans ce cas, w,, 
le travail électrique nécessaire au transfert de n moles d'électrons 
dans le circuit dont la différence de potentiel est A€. Selon les lois 
de l'électrostatique, on a : 

Wa = AFAE [16.4] 


où F , le faraday, est la charge électrique portée par 1 mol d'élec- 
trons (1 F = 96,494 C: mot”! = 96,494 J: V-Imol"!), En substituant 
l'Ég. [16.4] dans l'équation [16.3], on a: 


AG = —-nFA'E [16.5] 


Puis en combinant les Ég. [16.2] et [16.5] et en faisant une substi- 
tution analogue pour AG°, on obtient l’équation de Nernst : 


MIE) 


formulée en 1881 par Walther Nernst. Dans cette équation, AE, 
potentiel d’oxydo-réduction (potentiel redox) ou force électro- 
motrice (fem), peut être assimilé à la «pression en électrons » 
exercée par la pile électrochimique. A€°, valeur du potentiel 
d'oxydo-réduction lorsque tous les composés sont à l'état standard 
est appelé le potentiel d'oxydo-réduction standard. Si ces états 
standard se réfèrent aux états standard biochimiques (Sec- 
tion 3-4B), AË° est remplacé par A€°’. Noter que si AË est posi- 
tif, d'après l'équation [16.5] AG est négatif ; autrement dit, si A€ 
est positif, la réaction est spontanée et elle peut donc accomplir du 
travail. 


A6 = A€° - [16.6] 


B. Mesure des potentiels redox 


La variation d'énergie libre d’une réaction d’oxydo-réduction peut 
être calculée, comme l'indique l'Ég. (16.5), par simple mesure de 
son potentiel d'oxydo-réduction avec un voltmètre (Fig. 16-28), 
Par conséquent, les mesures de différence de potentiel sont fré- 
quemment utilisées pour déterminer la séquence des réactions 
d'une voie métabolique de transfert d'électrons (comme par 
exemple, dans les oxydations cellulaires ; Chapitre 22). 

Toute réaction d’oxydo-réduction peut se décomposer en deux 
demi-réactions : 


AX tre = A, 
R'' Lire = BR. 
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TABLEAU 16-4 Potentiels de réduction standard de quelques demi-réactions importantes 


en biochimie 

Demi-réaction 8°" (V) 
10, + 2H' + 2e == H,0 0,815 
SOË + 2H*° + 2e == SOÏ- + H,0 0,48 
NO; + 2H° + 2e = NO; + HO 0,42 
Cytochrome a, (Fe) + = cytochrome a, (Fe?*) 0,385 
O:{g) + 2H* + 2e == H,0, 0,295 
Cytochrome a (Fe*) + e°== cytochrome a (Fe*) 0,29 
Cytochrome € (Fe*) + == cytochrome c (Fe?*) 0,235 
Cytochrome c, (Fe) +7 cytochrome c, (Fe}*) 0,22 
Cytochrome b (Fe) + === cytochrome b (Fe}*) (mitochondrial) 0,077 
Ubiquinone + 2H* + 2e ==? ubiquinol 0,045 
Fumarate” + 2H° +27 == succinate” 0,031 
FAD + 2H° + 2e == FADH, ((ddiuviprèteimpiotéines) —0,040 
Oxaloacétate” + 2H* + 27 ==> malate” 0,166 
Pyruvate” + 2H* + 2e” == lactate” 0,185 
Acétaldéhyde + 2H° + 2e7 === éthanol —0,197 
FAD + 2H° + 2e === FADH, (framcyemzbhre) —0,219 
S+2H° +2e == HS -0,23 
Acide lipoïque + 2H* + 2e7 === acide dihydrolipoïque —0,29 
NAD° + H° + 2e =—= NADH -0,315 
NADP* + H° + 2e° :—= NADPH —0,320 
Cystine + 2H° + 2e° == cystéines —0,340 
Acétoacétate” + 2H° + 2e == f-hydroxybutyrate” —0,346 
H'+e == /H, -0,421 
Acétate + 3H° + 2e == acétaldéhyde + H,0 —0,581 


Source : Principalement de Loach, P.A., in Fasman, G.D. (Éd.), Handbook of Biochemistry and Molecular 
Biology (3° éd.), Physical and Chemical Data, Vol. 1, pp. 123-130, CRC Press (1976). 


où, par convention, les deux demi-réactions sont écrites dans le 
sens de la réduction. On peut attribuer à ces deux demi-réactions 
des potentiels de réduction, en accord avec l'équation de Nernst : 


_.g _ RT, (LA) * 
pan (Es) [16.7a] 
En = € - EE) [16.7] 


Pour la réaction d'oxydo-réduction de l'une ou l'autre de ces deux 
demi-réactions : 


[16.8] 


Ainsi, quand dans la réaction A est l’accepteur d'électrons et B le 
donneur d'électrons, A€° = € — €; on obtient AË de la 
même façon. 

Les potentiels de réduction, comme les énergies libres, doivent 
être définis par rapport à un système de référence standard arbi- 
traire. Par convention, les potentiels de réduction standard sont 
définis par rapport à la demi-réaction de réduction de l'hydrogène 
dans des conditions standard : 


AE = € acceptor) — ®(e” donor) 


2H* + 2e == Hg) 


où [H*] = 1M (pH = 0), est en équilibre avec H, gazeux (g) à une 
pression de 1 atm, à 25 °C, l'ensemble en contact avec une élec- 
trode de Pt. Par convention, cette demi-pile a un potentiel de 
réduction €° = 0 V (1 V = 1 J:C°!), Selon les conventions biochi- 
miques, pour la demi-réaction standard de l'hydrogène (pH = 0), 
€’ = 0, ce qui donne pour la demi-pile de l'hydrogène à l’état bio- 
chimique standard (pH = 7) une valeur de €°’ = -0,421 V (Tableau 
16-4). Quand AË est positif, AG est négatif (Ég. [16.5]), ce qui 
indique que la réaction est spontanée, En combinant les deux 
demi-réactions dans les conditions standard, on constate que la 
spontanéité d'une réaction implique la réduction du couple redox 
ayant le potentiel de réduction standard le plus positif, Autrement 
dit, plus le potentiel de réduction standard est positif, plus la forme 
oxydée du couple redox a tendance à accepter les électrons et à 
passer sous forme réduite. 


a. Les demi-réactions biochimiques sont 
physiologiquement importantes 

Les potentiels de réduction standard biochimiques (6°) de 
quelques demi-réactions biochimiques importantes sont donnés 
dans le Tableau 16-4, La forme oxydée d’un couple redox ayant un 
potentiel de réduction standard fortement positif possède une forte 
affinité pour les électrons, ce qui en fait un agent oxydant, alors 
aue sa forme réduite coniuguée est un faible donneur d'électrons 
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(agent réducteur). Par exemple, O, est l'agent oxydant le plus fort 
du Tableau 16-4, tandis que H,0, qui retient fortement ses élec- 
trons, est l'agent réducteur le plus faible du tableau. L'inverse est 
vrai pour les demi-réactions ayant des potentiels réduction stan- 
dard fortement négatifs. Puisque les électrons vont spontanément 
depuis les bas vers les hauts potentiels de réduction, ils sont trans- 
férés, dans les conditions standard, depuis les produits réduits de 
n'importe quelle demi-réaction du Tableau 16-4 aux substrats oxy- 
dés de toute demi-réaction située au dessus d'elle (bien que la pré- 
sence d'une enzyme soit le plus souvent indispensable pour que ce 
transfert d'électrons soit mesurable). Ainsi, dans les systèmes bio- 
logiques, la limite inférieure approximative d'un potentiel de 
réduction standard est -0,421 V car les agents réducteurs dont la 
valeur de €°” est plus basse réduiraient les protons en H.. Cepen- 
dant, les centres réducteurs des protéines qui ne sont pas en contact 
avec l’eau peuvent avoir des potentiels plus bas. Noter que les ions 
Fe* des différents cytochromes figurant dans le Tableau 16-4 ont 
des potentiels d’oxydo-réduction significativement différents, Ceci 
montre que la nature protéique des enzymes d'oxydo-réduction 
joue un rôle actif dans les réactions de transfert d'électrons en 
modulant la valeur des potentiels d'oxydo-réduction de leurs 
centres oxydo-réducteurs actifs liés. 

Les réactions de transfert d'électrons ont une grande impor- 
tance biologique. Par exemple, dans la chaîne de transfert d'élec- 
trons mitochondriale (Section 22-2), source numéro un d'ATP 
chez les eucaryotes, les électrons sont transférés depuis le NADH 
(Fig. 13-2) en passant par toute une série d'accepteurs d'électrons 
de potentiels de réduction croissants (dont beaucoup figurent dans 
le Tableau 16-4), jusqu'à l'oxygène. L'ATP est formé à partir 
d'ADP et de P,, sa synthèse endergonique étant couplée à cette cas- 
cade très exergonique, Le NADH fonctionne donc comme un coen- 
zyme de transfert d'électrons riche en énergie. De fait, l'oxydation 
d'un NADH en NAD* fournit suffisamment d'énergie libre pour 
permettre la formation de trois ATP. Le couple redox 
NAD'/NADH sert d'accepteur d'électrons pour de nombreuses 
réactions d'oxydation métabolique exergoniques, En servant de 
donneur d'électrons pour la synthèse d'ATP ce couple remplit un 
rôle cyclique de fournisseur d'énergie libre comparable à celui de 
l'ATP. Les rôles métaboliques des coenzymes d'oxydo-réduction 
seront étudiés dans les prochains chapitres. 


C. Piles de concentration 


Un gradient de concentration a une entropie inférieure (un ordre 
supérieur) à la solution homogène correspondante et nécessite 
donc un apport d'énergie pour être formé. Par conséquent, la dis- 
sipation d'un gradient de concentration est un processus exergo- 
nique qui peut être utilisé pour assurer une réaction endergonique. 
Par exemple, la dissipation du gradient de protons (formé lors du 
fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale ) à travers 
la membrane interne mitochondriale fournit l'énergie nécessaire à 
la synthèse enzymatique de l’ATP à partir d'ADP et de P, (Sec- 
tion 22-3). De même, les signaux nerveux, qui nécessitent de 
l'énergie électrique, sont dus à la dissipation des gradients de 
concentration de [Na*] et de [K*] formés par les cellules nerveuses 
à travers leurs membranes cellulaires (Section 20-5B). Les 
mesures des variations d'énergie libre liées à la dissipation de ces 
gradients peuvent être faites en s'inspirant des notions à la base des 


miles électrnchimiones 


Le potentiel de réduction et l'énergie libre d'une demi-pile varient 
avec les concentrations de ses substrats. Une pile électrochimique 
peut donc être construite avec deux demi-piles contenant les 
mêmes espèces chimiques mais en concentrations différentes. La 
réaction globale pour cette pile électrochimique peut s'écrire 


A (demi-pile 1) + A, {demi-pile 2) —= 

AS (demi-pile 2) + A, (demi-pile 1) [16.9] 
et, selon l’équation de Nernst, sachant que AŒ° s'annule quand la 
même réaction a lieu dans les deux demi-piles, 


[A% (demi-pile 2)J[A,.{demi-pile 1)] 
[A% (demi-pile 1)J[A,.(demi-pile 2)] 


Ces piles de concentration sont capables de fournir un travail 
électrique jusqu'à ce qu’elles parviennent à l'équilibre, ce qui se 
produit quand les concentrations dans les demi-piles s'égalisent 
(K, = 1). En effet, la réaction correspond à un mélange des deux 
demi-piles ; la variation d'énergie libre résultante reflète la varia- 
tion d'entropie de ce mélange. La thermodynamique des gradients 
de concentration telle qu'elle s'applique aux transports membra- 
naires sera étudiée dans la Section 20-1. 


Me in 


6 M RÉACTIONS THERMODYNAMIQUES 
DE LA VIE 


L'un des derniers refuges du vitalisme, doctrine selon laquelle les 
processus biologiques ne sont pas liés aux lois de la physique qui 
gouvernent les objets inanimés, était que les êtres vivants pou- 
vaient, d'une manière ou d'une autre, échapper aux lois de la ther- 
modynamique. Cette croyance dut être partiellement abandonnée à 
la suite de mesures calorimétriques précises, réalisées sur des ani- 
maux vivants, qui montrèrent sans ambiguïté que la conservation 
de l'énergie stipulée par la première loi de la thermodynamique 
était bel et bien respectée. Cependant, la vérification expérimentale 
du deuxième principe de la thermodynamique sur les êtres vivants 
est beaucoup plus difficile. En effet, il n'est pas possible de mesu- 
rer l'entropie de la matière vivante car q,, la chaleur d'une réaction 
à T et P constantes n'est égale à TAS que si la réaction est réver- 
sible (Ég. [3.8)). II va de soi que le démantèlement d'un organisme 
vivant en molécules conduirait à sa mort. Par conséquent, tout ce 
que l'on peut dire c'est que l’entropie d'un organisme vivant est 
inférieure aux produits de sa décomposition. 

Dans cette section, nous nous intéresserons à la thermodyna- 
mique appliquée aux êtres vivants. Cette connaissance, bien qu'in- 
complète, a permis de mieux comprendre comment les voies méta- 
boliques étaient régulées, comment les cellules répondent à des 
stimuli, et comment les organismes se développent et changent 
durant leur vie. 


A. Les êtres vivants ne peuvent être à l’équilibre 


La thermodynamique classique ou à l'équilibre (Chapitre 3) 
s'applique essentiellement à des processus réversibles en systèmes 
clos. L'évolution d'un système clos, comme nous l'avons vu dans 
la Section 3-4A, l'oblige à atteindre l'équilibre. Par exemple, si ses 
cubhetrats sont en excès la réaction de formation des produits se 


fera plus vite que la réaction en sens inverse jusqu’à ce que l'équi- 
libre soit atteint (AG = 0), Par contre, les systèmes ouverts peuvent 
rester en état de non équilibre tant qu'ils sont capables de récupé- 
rer de l'énergie libre de leur milieu environnant sous forme de sub- 
strats. chaleur ou travail, Alors que la thermodynamique classique 
fournit des renseignements très précieux quant aux systèmes 
ouverts en indiquant si un processus donné peut se faire spontané- 
ment, une analyse thermodynamique plus poussée des systèmes 
ouverts doit faire appel aux principes de la thermodynamique de 
non équilibre ou irréversible élaborés plus récemment. Contrai- 
rement à la thermodynamique classique, cette théorie prend en 
compte de façon explicite le facteur temps. 

Les systèmes vivants sont des systèmes ouverts et ne peuvent 
donc jamais ateindre l'équilibre. Comme nous l'avons déjà 
signalé, ils absorbent continuellement des nutriments de forte 
enthalpie et de fable entropie pour les transformer en produits à 
éliminer de faible enthalpie et de forte entropie. L'énergie libre 
issue de cette transformation est utilisée pour accomplir du travail 
et pour parvenir au degré d'organisation très élaboré caractéris- 
tique des êtres vivants. Si ce processus est interrompu, l'organisme 
finit par atteindre l'équilibre, synonyme de mort pour les êtres 
vivants. Par exemple, selon l'une des théories sur le vieillissement, 
la sénescence serait le résultat de l'accumulation aléatoire mais 
inexorable d'anomalies génétiques qui interfèrent pour finalement 
désorganiser le fonctionnement normal des processus biologiques. 
{Cependant, cette théorie n'explique pas comment les organismes 
unicellulaires ou les cellules germinales des organismes pluricel- 
lulaires lovules et spermatozoïdes), qui sont en fait immortels, 
peuvent échapper à cette catastrophe due à l’erreur.] 

Les systèmes vivants doivent se maintenir en état de non équi- 
libre pour plusieurs raisons : 


L. Un travail utile ne peut être accompli que par un système en 
non équilibre, 

2. L'intrication des systèmes de régulation qui caractérisent les 
organismes vivants implique un état de non équilibre car un pro- 
cessus à l'équilibre ne peut être régulé (de la même façon qu'un 
bateau qui se trouve en calme plat restera insensible aux mouve- 
ments de son gouvernail). 

3. Les systèmes cellulaires et moléculaires qui assurent les 
processus biologiques ne peuvent être qu'en état de non équi- 
libre, Les systèmes vivants sont, par nature, instables car ils sont 
dégradés par les réactions biochimiques auxquelles ils donnent 
naissance, Leur renouvellement, qui doit se faire presque en 
même temps que leur dégradation, nécessite un apport continuel 
d'énergié libre. Par exemple, la régénération de l'ATP lié à la 
glycolyse (Section 17-2), comme déjà dit, débute par une 
consommation d'ATP lors des réactions qui conduisent à la for- 
mation de glucose-6-phosphate à partir de glucose et de fructose- 
1,6-bisphosphate à partir de fructose-6-phosphate. Par consé- 
quent, si le métabolisme s'arrêtait assez longtemps pour que les 
réserves en ATP soient épuisées, le métabolisme du glucose ne 
pourrait reprendre. Ainsi, la vie diffère fondamentalement d'une 
machine aussi complexe qu'un ordinateur. Dans les deux cas, de 
l'énergie libre doit être consommée pour qu'il y ait activité. 
Cependant, le fonctionnement de la machine est fondé sur une 


Structure statique si bien qu'elle peut, à volonté, être mise en 
marrhe Ant arrêtée Par contre la vie ect fondée eur un nmree. 
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sus à la fois autodestructeur et autorégénérant qui. une fois 
arrêté, ne peut être remis en marche. 


B. Thermodynamique de non équilibre et état 
stationnaire 

Dans un processus en non équilibre, quelque chose (comme la 
matière, la charge électrique, ou la chaleur) doit ciuculer, c'est-à- 
dire, modifier sa distribution spatiale. En mécanique classique, 
l'accélération de la masse est le résultat de l'application d'une 
force, De même, le flux dans les systèmes thermodynamiques est le 
résultat d'une force thermodynamique (la force motrice on « dri- 
ving force »), qui résulte de l'état de non équilibre. Par exempie. 
le flux de matière lors de la diffusion est provoqué par la force 
thermodynamique due au gradient de concentration; le déniace. 
ment de charges électriques (le courant électrique) est dû au gra- 
dient d'un champ électrique (différence de potentiel) : le transport 
de chaleur résulte de l'existence d'un gradient de température ; 
enfin, une réaction chimique provient d’une différence de potentiel 
chimique. De tels flux sont dits conjugués à leur force thermo- 
dynamique. 

Une force thermodynamique peut aussi permettre un flux non 
conjugué dans des conditions appropriées. Par exemple, un gra- 
dient de concentration peut donner lieu à un courant électrique 
{pile de concentration), à de la chaleur (ce qui arrive lorsqu'on 
mélange de l’eau avec HCI par exemple), ou à une réaction chi- 
mique (production d'ATP dans les mitochondries liée à la dissipa- 
tion d'un gradient de protons). De même, un gradient de potentiel 
électrique peut provoquer le déplacement de molécules (électro- 
phorèse), la production de chaleur (effet Joule), ou une réaction 
chimique (chargement d'une batterie). Quand une force thermody- 
namique stimule un flux non conjugué, on parle de processus de 
transduction d'énergie. 


a. Les organismes vivants maintiennent l’état stationnaire 

Une des caractéristiques des êtres vivants c'est d'être en état 
stationnaire. En d'autres termes, tous les flux dans l'organisme 
sont constants et donc le système ne change pas dans le temps. 
Quelques exemples de processus à l'état stationnaire dans la nature 
sont donnés dans la Fig. 16-29. [lya Prigogine, un pionnier de la 
thermodynamique irréversible et de son développement, a montré 
qu'un système à l'état stationnaire fournit la quantité de travail 
utile maximum pour une dépense d'énergie donnée dans les condi- 
tions du moment. L'état stationnaire d'un système ouvert corres- 
pond donc à son état d'efficacité thermodynamique maximum, De 
plus, en accord avec le principe de Le Châtelier, de faibles écarts 
depuis l'état stationnaire donnent lieu à des modificatons de flux 
qui vont à l'encontre de ces perturbations et rétablissent l'état sta- 
tionnaire. L'état stationnaire d'un système ouvert correspond à 
l'état d'équilibre d'un système clos: les deux sont des états 
stables. 

Dans les chapitres suivants, nous verrons que de nombreux 
mécanismes de régulation ont pour rôle de maintenir un état sta- 
tionnaire. Par exemple, le flux d'intermédiaires d'une voie méta- 
bolique est souvent inhibé par un excès de produit final et stimulé 
par un excès de produit de départ par l'intermédiaire de la régula- 
tion allostérique de ses enzymes clés (Section 13-4). Les orga- 
nismes vivants semblent avoir évolué afin de tirer un avantage 
thermodunamione maximum de leur environnement 
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FIGURE 16-29 Deux exemples de systèmes ouverts en état station- 
naire. (a) Sous l'influence de la gravité, il se produit un écoulement 
d'eau constant dans la rivière, Le niveau d'eau dans lu réserve est main- 
tenu grâce à la pluie, qui provient essentiellement de l'évaporation de 
l'eau de mer. Par conséquent, le cycle entier est sous la dépendance de 
l'énergie solaire. (b) L'état stationnaire de la biosphère est également 


C. Thermodynamique du contrôle du métabolisme 


a. Les enzymes catalysent sélectivement les réactions 
requises 
Les réactions biologiques sont très spécifiques ; seules les 
réactions impliquées dans des voies métaboliques se font à vitesse 
significative bien que beaucoup d'autres réactions thermodynami- 
quement favorables soient aussi possibles. Mlustrons ceci en pre- 


(ATP-Glucos6) rmatique + H40 


assuré par l'énergie solaire. Les plantes captent cette énergie pour synthé- 
tiser des glucides à partir de CO, et H,0. Le métabolisme des glucides 
par les plantes ou les ansmaux qui les mangent se traduit finalement par 
la libération de l'énergie libre qu'ils contenaient et le retour de CO, et 
H,0 dans l'environnement, ce qui complète le cycle. 


nant l'exemple des réactions de l'ATP, du glucose et de l'eau. 
L'ATP peut subir deux réactions favo- 
rables, le transfert d'un groupement phosphoryle pour donner de 
l'ADP et du glucose-6-phosphate et l'hydrolyse pour former ADP 
et P, (Fig. 16-21a). Les variations d'énergie libre de ces réactions 
sont représentées dans la Fig. 16-30. L'hydrolyse de l'ATP est 
thermodynamiquement plus favorable que le transfert du groupe- 
ment phosphoryle au glucose. Cependant, leurs vitesses relatives 
sont déterminées par les énergies libres de l'activation de leurs 


(ATP-Glucôse)%,; cataiysée + H3O 


/ 
(ATP-Glucose),srmatique 


ADP + P, + glucose 


ADP + H40O + glucose-6-P 


(ADP-Glucose-6-P},,. tiaue 


Trajet réactionnel 


FIGURE 16-30 Représentation des trajets réactionnels pour (1) la réac- 
ton de L'ATP avec l'eau (courbe violette), et la réaction de l'ATP avec le 
glucose (2) en présence (courbe orange) et en l'absence (courbe jaune) 
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tion plus exergonique que la phosphorylation du glucose (AG, est plus 
négatif que AG), la dernière réaction est prédominante en présence 
d'une enzyme appropriée qui la rend plus favorable sur le plan cinétique 


daAgre »; AP 


états de transition (valeurs des AG* ; Section 14-1C) et par les 
concentrations relatives en glucose et en eau. Plus la valeur de 
AG" est élevée, plus la réaction est lente. En l'absence d'enzymes, 
le AG* de la réaction de transfert du groupement phosphoryle est 
supérieur à celui de la réaction d'hydrolyse, d'où une vitesse d'hy- 
drolyse supérieure (même si ces deux réactions se font à des 
vitesses négligeables, biologiquement parlant). 

Les barrières énergétiques des deux réactions non enzyma- 
tiques sont très supérieures à celle de la réaction enzymatique du 
transfert du groupement phosphoryle au glucose. C’est pourquoi la 
formation enzymatique du glucose-6-phosphate se fait à vitesse 
très supérieure à l'hydrolyse non enzymatique de l'ATP. Le rôle 
d'une enzyme, l'hexokinase dans l'exemple choisi, consiste donc à 
réduire sélectivement l'énergie libre d'activation d'une réaction 
couplée chimiquement, de sorte qu'elle parvient à l'équilibre plus 
rapidement que la réaction thermodynamiquement plus favorable 
mais non couplée. 


b. Beaucoup de réactions enzymatiques sont proches de 

l'équilibre 

Bien que le métabolisme dans son ensemble soit un processus 
de non équilibre, bon nombre de ses réactions sont proches de 
l'équilibre. C'est le cas de la réaction de l’ATP avec la créatine 
pour former de la phosphocréatine (Section 16-4C). Le rapport 
[créatine}/phosphocréatine] dépend de [ATP] car la créatine 
kinase, l’enzyme qui catalyse la réaction, a une activité suffisante 
pour que la réaction atteigne rapidement l'équilibre. La vitesse 
nette d’une telle réaction à l'équilibre dépend essentiellement de la 
variation des concentrations de ses substrats et/ou de ses produits. 


c. Le débit d’une voie métabolique est sous le contrôle de 
réactions enzymatiques loin de l'équilibre 
D'autres réactions enzymatiques sont loin de l'équilibre. Par 
exemple, la réaction de la phosphofructokinase (Fig. 16-26) a une 
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constante d'équilibre K°,= 300, mais dans les conditions physio- 
logiques dans le muscle cardiaque de rat le rapport d'action 
des masses [fructose-1,6-bisphosphate]{ ADP ]/fructose-6-phos- 
phate]{[ATP] = 0,03, ce qui correspond à un AG = -25,7 kJ :mol”! 
(Éq. [3.15)). Cette situation est due à une accumulation des sub- 
strats de la réaction en raison d’une activité insuffisante de la phos- 
phofructokinase qui ne peut assurer l'équilibre de la réaction. Des 
variations de concentration en substrats n'ont donc que peu d'ef- 
fet sur la vitesse de la réaction de la phosphofructokinase ; l'en- 
zyme est essentiellement saturée. Seules des modifications de l’ac- 
tivité de l’enzyme, par l'intermédiaire d'effecteurs allostériques 
par exemple, modifieront significativement sa vitesse, Une enzyme 
comme la phosphofructokinase joue un rôle identique à celui d'un 
barrage sur un fleuve. Il contrôle le lux de substrat (la vitesse 
d'utilisation) par modification de son activité (par régulation allos- 
térique ou d'autres moyens), tout comme un barrage contrôle le 
débit aval d'une rivière selon qu'on ouvre plus ou moins ses 
vannes (lorsque le niveau de l’eau diffère de part et d'autre du bar- 
rage, c'est-à-dire lorsqu'on n'est pas à l'équilibre). 

Pour comprendre comment est contrôlé le flux de substrat 
d'une voie métabolique, il faut savoir quelles sont les réactions 
proches de l'équilibre et quelles sont celles qui en sont éloignées. 
La plupart des réactions enzymatiques d'une voie métabolique 
sont proches de l'équilibre et leurs vitesses réelles varient selon la 
concentration de leurs substrats. Cependant, comme nous le ver- 
rons dans les chapitres suivants (en particulier dans la Sec- 
tion 17-4), certaines enzymes allostériques, intervenant à des 
endroits stratégiques de la voie métabolique, catalysent des réac- 
tions très éloignées de l'équilibre. Ces enzymes, objets d'une régu- 
lation métabolique par interactions allostériques ou autres méca- 
nismes, permettent l'établissement d'un flux stable de métabolites 
à l'état stationnaire tout au long de la voie. Comme nous l'avons 
vu, ces conditions optimisent l'efficacité thermodynamique de la 
voie métabolique en question. 


D ee ES 
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1 M Voies métaboliques Les voies métaboliques sont des suc- 
cessions de réactions enzymatiques qui produisent des produits spé- 
cifiques utilisés par un organisme, L'énergie libre résultant des réac- 
tions de dégradation (catabolisme) permet, par l'intermédiaire de 
l'ATP et du NADPH, d'assurer les processus endergoniques de bio- 
synthèse (anabolisme). Les glucides, lipides et protéines sont trans- 
formés en acétyl-CoA, intermédiaire commun, dont le groupement 
acétyle est ensuite oxydé en CO, et H,0 par le cycle de l'acide 
citrique et les phosphorylations oxydatives. Un nombre relativement 
restreint de métabolites sont utilisés pour la biosynthèse de très nom- 
breux produits. Les voies métaboliques ont cinq caractéristiques 
essentielles : (1) elles sont irréversibles, ce qui fait que (2) si deux 
métabolites sont interconvertibles, la voie de synthèse du premier au 
deuxième doit être différente de celle du deuxième au premier; 
(3) au début de chaque voie métabolique, il existe une réaction très 
exergonique qui «engage » l'intermédiaire formé dans la voie spéci- 
fique ; (4) toutes les voies métaboliques sont régulées, généralement 
au niveau de la première réaction d'engagement: et (5), chez les 
cucaryotes, les voies métaboliques ont lieu dans des compartiments 
enbhrellulairecs endeifonmne 


2 MB Mécanismes des réactions organiques Presque toutes les 
réactions du métabolisme se rangent dans l'une des quatre catégo- 
ries suivantes: (1) réactions de transfert de groupe: (2) réactions 
d'oxydo-réduction : (3) réactions d'élimination, d'isomérisation et de 
réarrangement et (4) réactions de formation ou de rupture de liai- 
sons carbone-carbone. La plupart de ces réactions impliquent la rup- 
ture ou la formation hétérolytique de liaisons par addition de nucléo- 
philes à des atomes de carbone électrophiles. Les réactions de 
transfert de groupes impliquent donc le transfert d'un groupe élec- 
trophile d'un nucléophile à un autre. Les principaux groupes élec- 
trophiles transférés sont les groupements acyle, phosphoryle et gly- 
cosyle, Les nucléophiles les plus courants sont les groupements 
amino, hydroxyle, imidazole et sulfhydryle. Les électrophiles des 
réactions métaboliques sont les protons, les ions métalliques, les 
atomes de carbone des groupements carbonyle, et les imines catio- 
niques. Les réactions d'oxydo-réduction font intervenir des pertes ou 
des gains d'électrons. L'oxydation d'un carbone implique générale- 
ment la rupture d'une liaison C—H suivie de la perte par le carbone 
des deux électrons de la liaison rompue qui sont transférés à un 
accenteunr d'électrone comme le NAD Chez loc êtree nérnbiec l'as. 
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cepteur final d'électrons est l'oxygène. Les réactions d'élimination 
s'accompagnent de la formation d'une liaison C=C à partir de deux 
carbones saturés, avec perte de H,0. NH,. ROH, ou RNH,. Les réac- 
tions de déshydratation sont les réactions d'élimination les plus cou- 
rantes. Les isomérisations impliquent des déplacements de double 
liaisons intramoléculaires, Les réarrangements sont des réactions peu 
fréquentes dans lesquelles des liaisons CC intramoléculaires sont 
rompues et retounces pour donner des squelettes carbonés différents, 
Les réactions avec formation et rupture de liaisons C—C sont à la 
base du métabolisme de dégradation et de biosynthèse. Dans le sens 
de la synthèse, ces réactions impliquent l'addition d'un carbanion 
nucléophile à un atome de carbone électrophile. L'atome de carbone 
électrophile le plus courant est celui du groupement carbonyle, tandis 
que les carbanions se forment généralement après le départ d’un 
proton d'un atome de carbone adjacent à un groupement carbonyle 
ou après décaboxylation d'un acide B-cétonique. 

3 Æ Approches expérimentales de l'étude du métabolisme 
L'élucidatior expérimentale des voies métaboliques fait appel à l'uti- 
lisation d'inhibiteurs métaboliques, à des études de croissance et à 
la génétique biochunique. Les inhibiteurs bloquent les voies méta- 
boliques au niveau de réactions enzymatiques spécifiques, L'identi- 
fication des intermédiaires accumulés permet d'élucider la voie méta- 
bolique, Les mutations, qui se produisent naturellement en ca$ de 
maladies génétiques, ou qui peuvent être induites par action de muta- 
gènes. de rayons X, ou par génie génétique, peuvent conduire à l'ab- 
sence d'une enzyme ou à son inactivité totale, Les techniques de 
génétique modernes permettent d'exprimer des gènes étrangers dans 
des organismes supérieurs (animaux transgéniques) ou inactiver 
{« knockout ») un gène pour étudier le rôle de ces gènes dans le 
métabolisme, Quand des métabolites sont marqués par des isotopes 
radioactifs, on peut suivre leur cheminement dans une voie métabo- 
lique d'après la distribution du marqueur dans les intermédiaires, La 
RMN permet l'étude du métaholisme in vivo sur l'animal entier, Des 
études du métabolisme sur des organes perfusés, des tranches de 
tissu, des cellules ou des organites subcellulaires ont fortement 
contribué à localiser les voies métaboliques à l'intérieur de la cel- 
luie. 

4 B lhermodynamique des composés phosphorylés  L'éner- 
gie libre est fournie aux processus métaboliques endergoniques par 
V'ATP formé au cours de processus métaboliques exergoniques, Le 
AG° de l'hydrolyse de L'ATP (— 30,5 kJ- mol”!) est intermédiaire entre 
ceux des métabolites dits «riches en énergie » comme le phosphoé- 
nolpyruvate et ceux des métabolites dits « faibles en énergie » comme 
le glucose-6-phosphate. Les groupements phosphoryle riches en éner- 


gie sont transférés enzymatiquement à l'ADP, et l'ATP ainsi formé 
assure, par une autre réaction, la phosphorylation de composés faibles 
en énergie. L'ATP peut aussi être hydrolysé enzymatiquement en 
pyrophosphate (PP,), dont l'hydrolyse subséquente fournit un apport 
thermodynamique supplémentaire à la réaction. L'ATP ne se trouve 
pas en quantité suffisante pour servir de réserve d'énergie, Dans les 
cellules nerveuses et musculaires des vertébrés, cette fonction est assu- 
rée par la phosphocréatine qui, lorsque le niveau en ATP est faible, 
transfère facilement son groupement phosphoryle à l’ADP pour don- 
ner de l'ATP. 

5 B Réactions d'oxydo-réduction Les demi-réactions des 
réactions d'oxydo-réduction peuvent se dérouler dans deux compar- 
timents séparés pour constituer une pile électrochimique. Le poten- 
tiel d'oxydo-réduction de la réaction de réduction de A par B. 


Aoû + Bros > Ares + Box 


dans laquelle n électrons sont transférés, est donné par l'équation de 
Nernst 


Le RT, (LAAIBE)\ 
 — ere 


Le potentiel redox d'une telle réaction est fonction des potentiels de 
réduction de ses deux demi-réactions, €, et €y: 


AË = € - & 


Si €, > €. AX a une affinité plus grande pour les électrons que B%. 
L'échelle des potentiels de réduction est définie en fixant arbitraire- 
ment à zéro le potentiel de réduction de l'électrode à hydrogène, sys- 
tème de référence. Les réactions d'oxydo-réduction ont une très 
grande importance métabolique. Par exemple, l'oxydation du NADH 
permet la formation de trois ATP par l'intermédiaire de la chaîne de 
transfert d'électrons mitochondriale, 

6 M Thermodynamique de la vie Les organismes vivants 
sont des systèmes ouverts et ne peuvent donc être à l'équilibre. Ils 
doivent continuellement dissiper l'énergie libre afin de remplir leurs 
différentes fonctions et préserver leurs structures très élaborées. 
L'étude de la thermodynamique de non équilibre a montré que l'étar 
stationnaire maintenu par les processus biologiques correspond à 
l'état d'efficacité maximum compte tenu des contraintes qui s'appli- 
quent aux systèmes ouverts. Les mécanismes de contrôle qui régu- 
lent les processus biologiques préservent l'état stationnaire en régu- 
lant l'activité des enzymes qui occupent des positions stratégiques 
dans les voies métaboliques. 
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DT MR LES 
PROBLÈMES 


L. Le bilan stæchiométrique de la glycolyse (dégradation du glucose) 
est le suivant : 
Glucose + 2ADP + 2P,+ 2NAD° — 
2pyruvate + 2ATP + 2NADH + 2H° + 2H,0 


alors que celui de la gluconéogenèse (synthèse de glucose) est : 


2Pyruvate + 4ATP + 2NADH + 2H* + 4H,0 — 

glucose + 4ADP + 4P, + 2NAD* 
Quelle est la stæchiométrie globale de la dégradation d'une mol de glucose 
suivie de sa synthèse par la gluconéogenèse ? Expliquez pourquoi il faut 
que les voies de ces deux processus soient contrôlées de façon indépen- 
dante et pourquoi elles doivent différer d'au moins une réaction. 

2. On a émis l'hypothèse qu'un intermédiaire du phosphore pentava- 
lent bipyramidal trigonal peut être l'objet d'une déformation par vibration, 
appelée pseudorotation, dans laquelle ses ligands apicaux s'échangent 
avec deux de ses ligands équatoriaux après formation transitoire d'un état 
de transition pyramidal tétragonal : 


02 Y 
Bipyramide [X et Y Bipyramid [02 et O3 
en position apicale] en position apicale] 
LA JE 
oi & = LEE "7 
Ÿ x 
Etat de transition 


Lors d'une réaction de substitution nucléophile, deux cycles de pseudoro- 
tation qui placeraient le groupement partant (X) en position apicale et le 
groupement attaquant (Y)en position équatoriale conduiraient-ils au main- 
tien ou à une inversion de configuration après départ du groupement par- 
tant ? 

3. Une Curie (Ci) de radioactivité correspond à 3,70 x 10° désinté- 
grations à la seconde, le nombre de désimégrations donné par | g de 
2%Ra pur. Un échantillon de CO, a une radioactivité spécifique de 
5 Ci: imol |. Quel pourcentage de ses atomes de C sont du 1C? 

4. Au cours de l'hydrolyse de l'ATP en ADP et P.. la concentration en 
ATP à l'équilibre est trop faible pour être mesurée avec précision. Il est 
plus facile de déterminer 7°, et donc le AG° de cette réaction en la décom- 
posant en deux réactions dont les valeurs de AG° peuvent être déterminées 
avec précision, C'est ce qui a été fait en utilisant les deux réactions sui- 
vantes (la première étant catalysée par la glutamine synthétase) : 

(1) ATP + glutamate + NH°, === 

ADP + P, + glutamine + H* AG? = -16,3 kJ-mol ! 

(2) Glutamate + NH°', == glutamine + H,0 + H° 

AG = 14,2 kJ:mol°! 
Quel est le AG° de l'hydrolyse de l'ATP d'après ces données ? 
*5. Soit la réaction catalysée par l'hexokinase : 
ATP + glucose == ADP + glucose-6-phosphate 


Un mélange contenant de l'ATP 40 mM et du glucose 20 mA est incubé 
avec l'hexokinase à pH 7 et 25 °C. Calculez les concentrations à l'équilibre 
des substrats et des produits (cf. Tableau 16-3). 


6. En aérobiose, le glucose est complètement oxydé selon la réaction 
Glucose + 6 O, =— 6CO, + 6H,0 


ce qui assure la formation couplée de 38 molécules d'ATP à partir de 38 
ADP + 38 P, En supposant que le AG de l'hydrolyse de l'ATP dans les 
conditions intracellulaires est de —50 kJ : mol”! et que celui de la combus- 
tion du glucose est de -2823,2 kJ - mol°!, quelle est l'efficacité de la réac- 
tion d'oxydation du glucose d'après l'énergie libre mise en réserve sous 
forme d'ATP? 
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7. Les concentrations intracellulaires normales en ATP, ADP et P, sont 
respectivement de 5,0, 0,5, et 1,0 mW. À 25°C et pH 7: (a) Quelle est 
l'énergie libre d'hydrolyse de l’ATP à ces concentrations ? (b) Calculez le 
rapport [phosphocréatine]/créatine] à l'équilibre dans la réaction catalysée 
par la créatine kinase : 

Créatine + ATP === phosphocréatine + ADP 
les concentrations en ATP et ADP étant celles indiquées ci-dessus. 
(c) Quelle devrait-être la valeur du rapport [ATPYIADP] dans les condi- 
tions précédentes pour qu'à l'équilibre, le rapport [phosphocréatine ]/[créa- 
tine] = 1? En supposant que la concentration en P, reste égale à 1.0 mA, 
quelle serait l'énergie libre de l'hydrolyse de l'ATP dans ces dernières 
conditions ? 

+8. En supposant que les concentrations intracellulaires en ATP, ADP 
et P, soient celles données dans le problème 7 : (a) Calculez la concentra- 
üon en AMP à pH 7 et 25 °C dans les conditions où la réaction catalysée 
par l'adénylate kinase 

2ADP == ATP + AMP 
est à l'équilibre. (b) Calculez la concentration en AMP à l'équilibre si 
l'énergie libre d'hydrolyse de l’ATP en ADP et P. est égale à —55 kJ-mot”*. 
Supposez que [P,] et ([ATP] + [ADP/]) restent constantes. 

9. En vous servant des données du Tableau 16-4, rangez les substances 
suivantes par ordre décroissant de pouvoir oxydant : (a) fumarate”, (b) cys- 
tine, (c) O;, (d) NADP*, (e) cytochrome « (Fe), et (f) acide lipoïque. 

10, Calculez les concentrations à l'équilibre des substrats et des pro- 
duits des réactions : 


Acétoncétate” + NADH + H* == B-hydroxybutyrate” + NAD* 


les concentrations initiales en acétoacétate” et en NADH étant respecti- 
vement de 0,01 et 0,005M, et celles du B-hydroxybutyrate” et du NAD* 


égales à O au temps zéro. Supposez que la réaction se fasse à 25 °C et 
à pH 7. 

11. Pour les bactéries anaérobies, l'accepteur final d'électrons est une 
molécule autre que l'oxygène, Toute paire d'oxydo-réduction utilisée 
comme source d'énergie libre métabolique doit fournir suffisamment 
d'énergie libre pour former de l'ATP à partir d'ADP et de P,. Indiquez, 
parmi les paires d'oxydo-réduction suivantes, celles qui sont suffisamment 
exergoniques pour permettre à des bactéries bien équipées, de les utiliser 
comme source majeure d'énergie. Supposez que les réactions d'oxydo- 
réduction qui forment de l'ATP mettent en jeu deux électrons et que AE = 
AE*. 

(a) Ethanol + NO, (C)H,+5 

(b) Fumarate? + SO, (d) Acétaldéhyde + acétaldéhyde 

12. Calculez le AG° pour les paires de demi-réactions suivantes à pH 
7 et 25 °C, Etablissez une réaction globale équilibrée et indiquez dans quel 
sens elle se fait spontanément duns les conditions standard. 

(a) (H*/12 H,) et (1/20, + 2H°/H,0) 

(b) (Pyruvate” + 2H'/lactate”) et (NAD* + H*/ NADH) 

*13. L'hypothèse chimiosmotique (Section 22-3A) stipule que l'ATP 
est formé par la réaction à deux électrons suivante : 

ADP + P,+ 2H° (bas pH) === ATP + H,0 + 2H° (pH élevé) 

sous l’action d'un gradient de pH formé par le métabolisme mitochondrial. 
Quelle doit être la valeur du gradient de pH pour qu'il y ait synthèse nette 
d'ATP à 25 °C et à pH 7, si les concentrations à l'état stationnaire en ATP, 
ADP et P, sont respectivement 0,01, 10, et 10mM ? 

14. Le suc gastrique contient du HCI 0,15M. Le plasma sanguin, qui 
fournit ces ions H° et CT, a une concentration en CI = 0,10M et un pH de 
74. Calculez l'énergie libre nécessaire pour produire l'HCI contenu dans 
0,1 L de suc gastrique à 37 °C. 
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La glycolyse 


5 M Métabolisme d'hexoses autres que le glucose 
A. Fructose 
B. Galactose 
C. Mannose 


Nous abordons maintenant l'étude des voies métaboliques spéci- 
fiques par la glycolyse (du grec g/ykos, doux et lyse, dissolution), 
voie par laquelle le glucose est converti via le fructose-1,6-bis- 
phosphate en pyruvate avec production de 2 moles d'ATP/mole 
de glucose. Cette succession de dix réactions enzymatiques — pro- 
bablement la voie biochimique la mieux comprise — joue un rôle 
clef dans le métabolisme énergétique en fournissant une quantité 
non négligeable de l'énergie utilisée par la plupart des organismes 
et en préparant le glucose, ainsi que d'autres glucides, à la dégra- 
dation par oxydation. 

Dans notre étude de la glycolyse, et en fait de tout le métabo- 
lisme, nous nous efforcerons d'appréhender la voie métabolique à 
quatre niveaux : 


1. Les étapes d'interconversions chimiques, c'est-à-dire la 
suite des réactions qui transforment le glucose pour aboutir aux 
produits finaux de la voie métabolique. 

2. Le mécanisme de transformation enzymatique de chaque 
intermédiaire en produit suivant. 

3. L'aspect énergétique des conversions. 

4. Les mécanismes qui contrôlent le flux (vitesse de forma- 
tion) des métabolites tout au long de la voie concernée. 


Le flux des intermédiaires d'une voie métabolique est remarqua- 
blement sensible aux besoins de l'organisme pour les produits de 
cette voie. Grâce à un réseau de mécanismes de contrôle complexe 


et sophistiqué, le flux d’une voie métabolique est ajusté en fonc- 
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1 8 LA VOIE GLYCOLYTIQUE 


Une vue d'ensemble du métabolisme du glucose est schématisée 
Fig.17-1, En aérobiose, le pyruvate issu de la glycolyse poursui- 
vra son oxydation via le cycle de l'acide citrique (Chapitre 21) et 
les phosphorylations oxydatives (Chapitre 22) pour donner du 
CO, et de l'eau. En anaérobiose, cependant, le pyruvate est trans- 
formé en un produit final réduit, soit le lactate dans le muscle (fer- 
mentation homolactique : une fermentation est un processus de 
réaction biologique anaérobie), soit l'éthanol et le CO, dans la 
levure (fermentation alcoolique). 


A. Historique 


La fermentation du glucose en éthanol et CO, par la levure 
(Fig. 17-2) est un procédé utilisé depuis la préhistoire. Les fabri- 
cations du vin et du pain l'utilisent toutes les deux. Cependant, 
l'étude scientifique de la glycolyse ne commença qu'à la fin de la 
deuxième moitié du dix-neuvième siècle. 


Glycolyse 


ee 


Glucose 


2ADP 2NAD* 
+ 2P, à |  &- 
Fructose-1,6- 
bisphosphate 


as? = 2NADH 
Lu 


2Pyruvate 


Cycle de 
l'acide 
Citrique 


Phosphorylations 
oxydatives 


2NAD*- L 
2Lactate | 6co, + 6H,0 2COs + Ethanol 


FIGURE 17-1 LA GLYCOLYSE. La glycolyse transforme le glucose en 
pyruvate tout en produisant deux ATP. Dans des conditions anaérobies, la 
fermentation alcoolique du pyruvate a lieu dans la levure, tandis que la 
fermentation homolactique se fait dans le muscle, Dans des conditions 
aérobies, le pyruvate est oxydé en H,0 et CO, par l'intermédiaire du 
cycle de l'acide citrique (Chapitre 21) et des phosphorylations oxydatives 
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2NADH 


Au cours des années 1854 à 1864, Louis Pasteur démontra que 
la fermentation est causée par des micro-organismes. Cependant, 
ce n'est qu'en 1897 qu'Edouard Buchner démontra que des extra- 
its acellulaires de levure peuvent tout aussi bien assurer ce méca- 
nisme. Cette découverte mit un terme à l'idée, largement répandue 
à l'époque, selon laquelle la fermentation, comme tout autre pro- 
cessus biologique, était sous la dépendance d'une « force vitale » 
inhérente à la matière vivante, et fit entrer la glycolyse dans le 
domaine de la chimie. Ce fut une étape cruciale pour le dévelop- 
pement de la biochimie en tant que science. Bien qu'en principe 
l'utilisation d'extraits acellulaires dût permettre une « dissection » 
systématique des réactions impliquées dans la voie métabolique, 
l'élucidation complète de la voie glycolytique fut une tâche de 
longue haleine car les techniques analytiques permettant d'isoler 
et d'identifier les intermédiaires et les enzymes devaient être mises 
au point simultanément. 

De 1905 à 1910, Arthur Harden et William Young firent deux 
découvertes importantes : 

1. Le phosphate inorganique est nécessaire à la fermentation et 
est incorporé dans le fructose-1,6- bisphosphate, intermédiaire de 
la glycolyse. 

2. À partir d'un extrait acellulaire, on peut obtenir après dia- 
lyse deux fractions qui sont toutes deux indispensables à la fer- 
mentation : une fraction thermolabile non dialysable qu'ils appe- 
lèrent zymase, et une fraction thermostable dialysable appelée 
cozymase. Uhtérieurement, d'autres chercheurs montrèrent que La 
zymase est un mélange d'enzymes tandis que la cozymase est un 
mélange de cofacteurs : des coenzymes tels que le NAD*, l'ATP et 
l'ADP, ainsi que des ions métalliques. 


FIGURE 17- 2 Micrographie électronique de cellules de levure. [Hio- 


OST 


Dans leurs efforts pour identifier les intermédiaires de la gly- 
colyse, les premiers chercheurs mirent au point une technique 
générale d'investigation métabolique encore très utilisée de nos 
jours, à savoir l'utilisation de molécules bloquant la formation des 
produits de la voie métabolique ; ces molécules entraînent une 
accumulation de métabolites qui peuvent alors être identifiés 
comme intermédiaires de la voie. Durant les années de recherche 
consacrées à l'identification des intermédiaires de la glycolyse, 
plusieurs molécules inhibant la formation d'éthanol à partir de glu- 
cose en présence d'extraits de levure ont été trouvées. L'utilisation 
de différents inhibiteurs conduit en effet à l’accumulation d'inter- 
médiaires différents. Par exemple, l'addition d'iodoacétate à des 
extraits de levure en fermentation provoque l'accumulation de 
fructose-1,6-bisphosphate, tandis que l'addition de fluorure 
entraîne l'accumulation de 3-phosphoglycérate et de 2-phospho- 
glycérate. 


[e) 5 [e 07 
“e né 
4 OH sn Bui 
H—C;—OPOZ H—C;—OH 
3 3 | 3 
H H 
3-Phosphoglycérate 2-Phosphoglycérate 


Les mécanismes d'action de ces inhibiteurs sont expliqués respec- 
tivement dans les sections 17-2D et 17-21 

Ces travaux aboutirent à une remarquable découverte: les 
mêmes intermédiaires et les mêmes activités enzymatiques peu- 
vent être isolés non seulement de levures, mais aussi d'une grande 
variété d'autres organismes. À quelques exceptions près (cf. Pro- 
blème 17-10), les organismes vivants métabolisent tous le glucose 
par une voie identique. Malgré leur très grande diversité, ils par- 
tagent une biochimie commune. 

Vers 1940, les efforts de nombreux chercheurs aboutirent à 
l'élucidation de la voie glycolytique dans sa totalité. La valeur 
du travail de trois de ces chercheurs, Gustav Embden, Otto 
Meyerhof, et Jacob Parnas, a été reconnue car la glycolyse est 
également appelée voie d’Embden-Meyerhof-Parnas. Carl et 
Gerti Cori, Carl Neuberg, Robert Robison et Otto Warburg ont 
également fortement contribué à l'élucidation de cette voie méta- 
bolique. 


B. Vue d'ensemble de la glycolyse 


Avant d'entamer l'étude détaillée des enzymes de la glycolyse, 
prenons le temps de survoler la voie glycolytique dans son 
ensemble telle qu'elle s'intègre dans le métabolisme animal. Le 
glucose arrive généralement dans le sang suite à l'hydrolyse de 
polysaccharides de haut poids moléculaire (Sections 11-2B, 11-2D 
et 18-1), ou après sa synthèse à partir de composés non glucidiques 
(gluconéogenèse ; Section 23-1). Le devenir d'hexoses autres que 
le glucose est décrit dans la Section 17-5. Le glucose entre dans la 
oluoart des cellules à l’aide d'un transporteur spécifique aui le fait 
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passer de l'extérieur de la cellule dans le cytosol (Section 20-2E). 
Les enzymes de la glycolyse sont localisées dans le cytosol où elles 
ne sont que faiblement associées, voire pas du tout, aux structures 
cellulaires telles que les membranes. Cependant, des données indi- 
rectes plaident pour une association lâche d'enzymes qui se sui- 
vent dans la glycolyse, ce qui faciliterait le transfert des intermé- 
diaires métaboliques d'une enzyme à l'autre. De telles associations 
d'enzymes impliquées dans une même voie ont été appelées méta- 
bolons. De tels complexes n'ont toujours pas été isolés en ce qui 
concerne la glycolyse. 

La glycolyse transforme le glucose en deux unités en C; (le 
pyruvate) d'énergie libre inférieure, au cours d'un processus qui 
récupère l'énergie disponible pour synthétiser de l'ATP à partir 
d'ADP et de P,. Ce processus nécessite une suite de réactions de 
transfert de groupements phosphoryle chimiquement couplées 
(Sections 16-4 et 16-6). La stratégie chimique de la glycolyse est 
donc la suivante : 


1. Addition de groupements phosphoryle au glucose. 

2. Conversion chimique des intermédiaires phosphorylés en 
composés phosphorylés à haut potentiel énergétique. 

3. Couplage chimique entre l’hydrolyse subséquente de ces 
composés à haut potentiel énergétique et la synthèse de l'ATP. 

Les 10 réactions de la glycolyse sont représentées dans la 
Fig. 17-3. Remarquer que de l'ATP est utilisé au début de la gly- 
colyse pour permettre la formation de composés phosphorylés 
(Réactions 1 et 3) mais qu'il est régénéré ultérieurement (Réac- 
tions 7 et 10). On peut donc décomposer la glycolyse en deux 
phases : 

Phase I (Réactions 1 à 5): phase préparatoire au cours de 
laquelle le glucose (hexose) est phosphorylé puis scindé pour don- 
ner deux molécules du triose glycéraldéhyde-3-phosphate. L'en- 
semble de ces réactions utilise deux ATP comme apport énergé- 
tique. 

Phase IT (Réactions 6 à 10): les deux molécules de glycéral- 
déhyde-3-phosphate sont transformées en pyruvate, en même 
temps qu'il y a formation de quatre ATP. La glycolyse se solde par 
conséquent par un gain de deux ATP par glucose : lors de la pre- 
mière phase, 2 ATP sont utilisés ; lors de la deuxième phase, 4 ATP 
sont formés. 


La réaction globale est : 


Glucose + 2NAD* + 2ADP + 2P, + 
2NADH + 2pyruvate + 2ATP + 2H,0 + 4H° 


Le pouvoir oxydant du NAD* doit être recyclé 

Le NAD* est l'agent oxydant principal de la glycolyse. Le 
NADH produit au cours de celle-ci (Fig. 17-3, Réaction 6) doit être 
continuellement réoxydé afin d'assurer la fourniture en NAD* 
nécessaire à la glycolyse. Trois voies usuelles remplissent ce rôle 
(Fig. 17-1, en bas): 

1. En conditions anaérobies dans le muscle, le NAD* est régé- 
néré grâce à la réduction du pyruvate en lactate par le NADH (fer- 
mentation homolactique ; Section 17-3A). 

2. En conditions anaérobies dans la levure, le pyruvate est 
décarboxvlé pour donner du CO. et de l'acétaldéhvde : celui-ci est 


FIGURE 17-3 Dégradation du glucose par la voie glycolytique. On 


peut distinguer deux phases dans la glycotyse. Phase 1 (Réactions 1-5): 


alors réduit en éthanol par le NADH qui est ainsi réoxydé en 
NAD* (fermentation alcoolique ; Section 17-3B). 

3. En conditions aérobies, l'oxydation de chaque NADH en 

NAD* dans les mitochondries permet la régénération de 3 ATP 
(Section 22-2A). 
Par conséquent, dans le cas de la glycolyse aérobie, le NADH peut 
être assimilé à un composé « riche en énergie » tandis que dans le 
cas de la glycolyse anaérobie, l'énergie libre issue de son oxyda- 
tion est dissipée sous forme de chaleur. 


2 MB RÉACTIONS DE LA GLYCOLYSE 


Dans cette partie, nous étudierons plus en détail les réactions de la 
glycolyse en décrivant les propriétés de chacune des enzymes et 
leurs mécanismes d'intervention. Dans la Section 17-3 nous étu- 
dierons le devenir du pyruvate en anaérobiose. Enfin, dans la Sec- 
tion 17-4 nous envisagerons l'aspect thermodynamique du proces- 
sus global et aborderons le problème du contrôle du flux des 
métabolites de la glycolyse. En étudiant chaque enzyme de la gly- 
colyse, nous serons confrontés à de nombreux mécanismes réac- 
tionnels de chimie organique (Section 16-2). En fait, l'étude des 
mécanismes réactionnels de chimie organique a rendu des services 
inestimables pour comprendre les mécanismes mis en jeu lors de 
la catalyse enzymatique. 

Noter que les structures par rayons X de chacune des 
10 enzymes de la glycolyse ont été publiées. Toutes ces enzymes 
sont des homodimères ou des homotétramères de symétrie D, 
(Section 8-5B), dont les sous-unités sont constituées essentielle- 
ment de domaines w/ÿ (Section 8-3B). 


A. Hexokinase : Première utilisation de l’'ATP 


La Réaction 1 de la glycolyse est un transfert de groupement phos- 


phoryle de l'ATP sur le glucose pour donner du glucose-6-phos- 
phate (G6P), réaction catalysée par l’hexokinase (HK) : 


+ ADP + H*° 


Une kinace ect une enzvme aui trancfère des orounements nhos- 
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lite qui joue le rôle d'accepteur de groupement phosphoryle pour 
une kinase spécifique figure comme préfixe dans le nom de la 
kinase, L'HK est une enzyme relativement peu spécifique que l’on 
trouve dans toutes les cellules et qui catalyse la phosphorylation 
d'hexoses comme le D-glucose, le D-mannose et le D-fructose. Les 
cellules hépatiques contiennent également la glucokinase, qui 
catalyse la même réaction mais qui est avant tout impliquée dans 
le contrôle de la glycémie (Section 18-3F). Le deuxième substrat 
de l’HK, ainsi que d’autres kinases, est un complexe 
Mg?*-ATP. En fait, l'ATP non complexé est un puissant inhibiteur 
compétitif de l’HK. Dans la suite nous ne mentionnerons que rare- 
ment ce besoin en Mg mais il faut se souvenir que cet ion est 
indispensable à l'activité enzymatique d'une kinase (d'autres ions 
métalliques divalents tels Mn peuvent souvent satisfaire les 
besoins en ions métalliques des kinases, mais Mg?* est l'ion phy- 
siologique par excellence). 


Cinétique et mécanisme de la réaction catalysée par 
l’hexokinase 

L'hexokinase présente un mécanisme Bi Bi aléatoire au cours 
duquel l'enzyme forme un complexe ternaire avec le glucose et 
M£g'*-ATP avant que ne débute la réaction. Il semble que Mg?*, en 
se complexant avec les atomes d'oxygène du phosphate, masque 
leurs charges négatives, rendant ainsi l'atome de phosphore plus 
accessible à l'attaque nucléophile par le groupement -OH porté par 
le C6 du glucose (Fig.17-4). 

Une importante question de mécanisme se pose: pourquoi 
l'HK catalyse-t-elle le transfert d'un groupement phosphoryle de 
l'ATP au glucose pour donner du G6P, et non à l’eau pour donner 
de l'ADP + P, (hydrolyse de l’ATP)? La molécule d'eau est cer- 
tainement bien assez petite pour pouvoir s'insérer dans le site 
enzymatique impliqué dans la liaison du groupement phosphoryle. 
De plus, le transfert du groupement phosphoryle de l'ATP à l'eau 
est plus exergonique que le même transfert au glucose 
(Tableau 16-3), d'autant plus qu'in vivo [H,0] = 55,5M et [glu- 
cose] = 5 à 10 mM. Malgré cela, l'HK catalyse le transfert du 
groupement phosphoryle sur le glucose à une vitesse 40 000 fois 
supérieure à celle du transfert du groupement phosphoryle sur 
l'eau. 

La réponse a été obtenue grâce aux études par rayons X de la 
structure de l’HK de levure réalisées par Thomas Steitz. La com- 
paraison, par rayons X, des structures de l'HK et du complexe glu- 
cose-HK, a révélé que le glucose induit un changement conforma- 
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FIGURE 17-4 Attaque nucléophile du phosphate en position y du 
complexe Mg}*-ATP, par le groupement —OH porté par le C6 du 
glucose La position de l'ion Mg?* est donnée à titre indicatif ; sa (ses) 
position(s) exacte (s) n'est (ne sont) pas connue(s) avec certitude. Quoi 
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FIGURE 17-5 Modifications conformationnelles dans l'hexokinase de 
levure lors de la liaison du glucose, Modèle compact d'une sous-unité 
(a) de l'hexokinase libre et (b) de son complexe avec le glucose (violer). 
Remarquer l'aspect bilobé caractéristique de l'enzyme libre (les atomes 
de C du petit lobe sont en vert, alors que ceux du grand lobe sont légère- 


tionnel important de l'HK (Fig. 17-5). Les deux lobes entre les- 
quels le site actif forme une sorte de poche pivotent l'un vers 
l’autre jusqu'à une distance de 8 À, engloutissant ainsi le glucose 
d’une manière qui rappelle la fermeture de mâchoires. Ce mouve- 
ment amène l'ATP tout près du groupement —C6H,0H du glucose 
tout en chassant l'eau du site actif (catalyse par effets de proxi- 
mité ; Section 15-IE). Si les groupements catalytiques et réactifs 
se trouvaient en bonne position pour qu'il y ait réaction alors que 
l'enzyme est en configuration ouverte (Figure 17-Sa), l'hydrolyse 
de l'ATP serait certainement la réaction prédominante, 
Cette conclusion est confirmée par l'observation suivante: le 
xylose, qui ne diffère du glucose que par l'absence du groupement 
—C6H,0H, 
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augmente fortement la vitesse d'hydrolyse de l'ATP par l'HK (il 
est probable que le xylose induit le changement de conformation 
activateur, l'eau occupant le site de liaison du groupement 
hydroxyméthyle absent). Il est clair que ce changement conforma- 
tionnel de l'HK induit par le substrat est responsable de la spéci- 
ficité de l'enzyme. De plus, la polarité du site actif est diminuée 
après départ de l'eau, ce qui accélère le processus de la réaction 
nucléophile, D'autres kinases présentent le même type de structure 
avec fente catalytique que l'HK (Section 17-2G) et subissent des 
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ment grisés ; les atomes de N et de O sont bleus et rouges), Dans le com- 
plexe enzyme-substrat, ces lobes ont pivoté ensemble afin d'engloutir le 
substrat. [D'après des structures par rayons X dues à Thomas Steitz, Yale 
University, PDBids (a) 2YHX et (b) 1HKG.] 


Ceci laisse penser que toutes les kinases utilisent des mécanismes 
identiques pour assurer leur spécificité. 


B. Phosphoglucose isomérase 


La Réaction 2 de la glycolyse est la conversion du G6P en fruc- 
tose-6-phosphate (F6P) par la phosphoglucose isomérase (PGI : 
appelée également glucose-6-phosphate isomérase). Cette réac- 
tion est une isomérisation d’un aldose en un cétose : 
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Puisque le G6P et le F6P se présentent essentiellement sous forme 


rarnlimme flea Ca 114 Ahnuns A2» atemréemee anasg Les ose st 


à 


Fructose-6-phosphate (F6P) 


Section 17-2. Réactions de la glycolyse 


FIGURE 17-6 Mécanisme réactionnel de la phosphoglucose isomérase. Les résidus catalytiques (BH°* et 


B”) du centre catalytique seraient respectivement Lys et une dyade His-Glu. 


phosphorylés), la réaction nécessite l'ouverture du cycle, suivie de 
l'isomérisation, puis du retour à la forme cyclique. L'étude de la 
dépendance de l'enzyme vis-à-vis du pH a permis d'envisager 
l'hypothèse d'une participation possible de certaines chaînes laté- 
rales d'acides aminés dans le processus catalytique. La mesure de 
la vitesse de catalyse en fonction du pH donne une courbe en 
cloche avec des pK caractéristiques de 6,7 et 9,3, ce qui suggère la 
participation à la fois d’une His et d'une Lys dans la catalyse (Sec- 
tion 14-4). De fait, la comparaison des séquences en acides ami- 
nés de PGI différentes montre que His et Lys sont toutes les deux 
conservées au cours de l'évolution, Cependant, un résidu Glu est 
aussi conservé, et, comme déjà vu avec le lysozyme (Section 15- 
20), Glu peut présenter un pK anormalement élevé dans certaines 
conditions. La structure de la PGI déterminée par rayons X montre 
en effet que Glu 216 et His 388 forment, par liaisons hydrogène, 
une dyade catalytique (un peu comme l'interaction des résidus Asp 
et His dans la triade catalytique des protéases à sérine ; Fig. 15-9), 
ce qui facilite l’action de His 388 en tant que catalyseur acido- 
basique. 

Un mécanisme pour la réaction catalysée par PGI est proposé 
dans la Fig. 17-6; il met en jeu une catalyse générale acido- 
basique par l'enzvme : 


1" étape Liaison du substrat. 

2° étape Un groupement acide, probablement le groupement 
€-NH, de Lys, catalyse l'ouverture du cycle. 

3‘ étape Un groupement basique, probablement le groupement 
imidazole de la dyade His-Glu, capte le proton acide du C2 pour 
donner un intermédiaire cis-ènediolate (ce proton est acide car il 
est en position & du groupement carbonyle). 

4° étape Le proton se replace sur le C1 au cours d'un transfert 
global de protons. Les protons captés par des bases sont labiles et 
s'échangent rapidement avec les protons du milieu. Cependant, 
Irwin Rose a vérifié cette possibilité en montrant que le 2-[*H] 
G6P est parfois converti en 1-[*H] F6P lors d’un transfert de pro- 
ton intramoléculaire qui a lieu avant que ŸH n'ait pu s'échanger 
avec le milieu. 

5° étape Fermeture du cycle et formation du produit, qui est 
finalement libéré pour redonner l’enzyme libre, complétant ainsi le 
cycle catalytique. 

La PGI, comme la plupart des enzymes, catalyse sa réaction 
avec une stéréospécificité pratiquement absolue. Afin de bien 
saisir cette particularité, comparons le mécanisme de la réaction 
enzymatique proposé avec celui de l’isomérisation non enzvma- 
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tique du glucose, du fructose et du mannose catalysée par une 
base (Figure 17-7). Le glucose et le mannose sont deux épimères 
qui ne diffèrent l'un de l'autre que par la configuration d’un seul 
centre chiral, C2 (Section 11-1A). Dans l'intermédiaire énedio- 
late ainsi que dans le fructose sous sa forme linéaire, le C2 ne 
présente pas de chiralité. Par conséquent, dans des systèmes non 
enzymatiques, l'isomérisation du glucose catalysée par une base 
aboutit également à la racémisation du C2 et donc à la produc- 
tion de mannose, Cependant, en présence de PGI, des mesures 
par RMN du proton montrent que la vitesse de la réaction d'iso- 
mérisation est supérieure de plusieurs ordres de grandeur à la 
vitesse d’épimérisation. De toute évidence, la PGI masque le 
côté de l'ènediolate où H* doit s’additionner pour donner du 
mannose-6-phosphate. 


C. Phosphofructokinase : deuxième utilisation de 
l'ATP 


Au cours de la Réaction 3 de la glycolyse, la phosphofructoki- 
nase (PFK) phosphoryle F6P pour donner du fructose-1,6-bis- 
phosphate [FBP ou F1,6P, autrefois appelé fructose-1,6-diphos- 
phate (FDP)]: 
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Cette réaction est semblable à celle catalysée par l'hexokinase 
(Réaction 1, Fig. 17-3; Section 17-2A). La PFK catalyse l'attaque 
nucléophile, par le groupement C1—OH du F6P, de l'atome de 
phosphore électrophile en position y du complexe Mg?* -ATP. 

La PFK joue un rôle déterminant dans la régulation de la gly- 
colyse car elle catalyse l'une de ses réactions à vitesse limitante. 
Chez beaucoup d'organismes, l'activité de la PFK est augmentée 
de manière allostérique par plusieurs molécules, dont l'AMP, et est 
inhibée allostériquement par d'autres molécules, dont l'ATP et le 
citrate. Les propriétés régulatrices de la PFK sont d'une grande 
complexité ; le mécanisme par lequel elle assure le contrôle de la 
elvenlvues cera décent dance la eection 17.4F 


H [e) H (a) 0 
( ( ras 
1 1 | 1! 
H—C—OH F CH | ME is: 
HO—C—H HO—C-H HO—C—H 
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H—C—OH =—> | H £ oH | > H—C—OH 
H—C—OH H—C—OH H—C—OH 
CH,0H CH,0H/) CH,0H 
Glucose Intermédiaire Mannose 
cis-ènediolate 
jo 
H 
| 
H—C—OH 
C=0 
2] 
HO—C—H 
3} 
H—C—O0H 
4! 
H—C—0OH 
Ê] 
CH,0H 
Fructose 


FIGURE 17-7 Isomérisation, catalysée par une base, du glucose, du 
mannose, et du fructose, En l'absence d'enzyme, la réaction n'est pas 
stéréospécifique. 


D. Aldolase 


L'aldolase catalyse la Réaction 4 de la gtycolyse, le clivage de 
FBP pour donner deux‘trioses : le glycéraldéhyde-3-phosphate 
(GAP) et la dihydroxyäcétone phosphate (DHAP) : 


phosphate (DHAP) 
CH,0PO$ 
CH,0PO$ d: _ [e) 
1 
Li = 0 HO—CH; 
{ 2 1 
HO—C—H aldolase 
13 = + 
a ra OH 
H—C— OH er 
j' 
CH/0POŸ H— CT oH 
Fructose- CH,0PO$ 
1,6-bisphosphate 
(FBP) Glycéraldéhyde- 
3-phosphate 
(GAP) 


La réaction est un clivage aldolique (condensation rétro aldol) 


dont La méraniemea nan enrumatinme ratalueé nar nne hace pet 


Section 17-2, Réactions de la glycolyse 589 


5 
D 7, 9 slots) Gas, 
CH. CH = CH cC CH 
CH TS ne 2 H, 3 

H—C—0H si Mol G Enolate Produit n°2 
R' R' 

R' 
Produit n°1 


FIGURE 17-8 Mécanisme de scission d'un aidol catalysée par une base, La condensation aldolique se fait 


par la réaction inverse, 


donné dans la Fig. 17-8. Noter que le clivage de l’aldol entre le 
C3 et le C4 de FBP nécessite un carbonyle en C2 et un 
hydroxyle sur le C4, Ainsi, la « logique » de la Réaction 2 de la 
glycolyse, l'isoménisation du G6P en F6P apparaît clairement. Le 
clivage aldolique de G6P aurait conduit à la formation de pro- 
duits à nombre de carbones différents, alors que le clivage de 
EBP produit deux composés en C3 interconvertibles qui peuvent 
ainsi entrer dans une voie catabolique commune. L'intermédiaire 
énolate de la réaction de clivage aldolique est stabilisé par réso- 
nance, par l'effet d'attraction d'électrons de l'atome d'oxygène 
du carbonyle. 

Noter qu'à ce stade de la glycolyse, le système de numérota- 
tion des atomes est changé. Les atomes 1, 2 et 3 du glucose cor- 
respondent aux atomes 3, 2 et 1 de la DHAP, et les atomes 4, 5 et 
6 correspondent aux atomes 1, 2 et 3 du GAP (Fig. 17-3). 


&. Il existe deux clusses d'aldolases qui se distinguent par 
leur mécanisme 


Le clivage aldolique est catalysé suite à la stabilisation de l'in- 
termédiaire énolate grâce à une délocalisation accrue des électrons. 
Il existe deux types d’aldolases qui sont classées en fonction du 
mécanisme chimique utilisé pour stabiliser l’énolate. Dans les 
aldolases de Classe I, que l'on trouve chez les animaux et chez les 
plantes, la réaction se fait comme suit (Fig. 17-9): 


1" étape Liaison du substrat, 


2° étape Réaction entre le groupement carbonyle du FBP et le 
groupement £-aminé de la Lys 226 du centre actif qui donne un 
Cation iminium, c'est-à-dire une base de Schiff protonée. 


3° étape Rupture de la liaison entre les carbones C3 et C4, 
avec formation d'une ènamine et de GAP. L'ion iminium, comme 
déjà vu dans la Section 16-2E, a un meilleur pouvoir attractif 
d'électrons que l'atome d'oxygène du groupement carbonyle pré- 
curseur. Ainsi, la catalyse a lieu parce que l'intermédiaire ènamine 
(Fig. 17-9, 3° étape) est plus stable que l'intermédiaire énolate cor- 
respondant formé lors de la réaction de clivage aldolique catalysée 
par une base (Figure 17-8, 2° étape). 


Æ étape Protonation de l'énamine en cation imminium. 


5° étape Hydrolyse de ce cation iminium avec formation de 
DHAP et régénération de l'enzyme libre. 


La preuve de la formation de la base de Schiff a été fournie après 
avoir « piégé » sur l'enzyme de la DHAP marquée au l*C, en la fai- 
sant réagir avec NaBH,, qui réduit les imines en amines : 


CH,0POi 
#C=NH—(CH,), Enzyme 
CH,0H 


NaBH, 


P. hydrolyse 


CH,0H COO- 
H#C-NH-—(CH), CH 
CH,0H NH; 
NS-8-Glycéryl lysine 


cc par 


Le produit radioactif après hydrolyse s'avéra être de la N°-B-g1y- 
céryl lysine. 

On a d'abord pensé que des résidus Cys et His intervenaient 
comme acides et bases pour faciliter les transferts de protons dans 
la réaction de l'aldolase car les réactifs spécifiques appropriés 
inactivent l'enzyme en réagissant avec ces résidus. Par exemple, la 
réaction d'un résidu Cys spécifique de l'aldolase avec l'acide 
iodoacétique inactive l'enzyme et provoque l'accumulation de 
FBP comme observé dès les premières études de l'inhibition de la 
glycolyse (Section 17-1A). Cependant, le remplacement, par muta- 
génèse dirigée, du Cys par Ala n’amène aucune perte de la fonc- 
tion catalytique. On pense maintenant que la modification de ce 
résidu Cys empêcherait les changements conformationnels néces- 
saires à la fixation du substrat. 

Les premières structures par rayons X de l'aldolase suggéraient 
qu'une chaîne latérale de Tyr était disposée pour agir comme cata- 
lvseur acido-hasiaue dans le cite actif et que His intervenait en fait 
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tautomérisation 
+ 
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3 
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CH,0PO$ 
Intermédiaire Glycéraldéhyde- Complexe enzyme-substra 
énamine 3-phosphate sous forme d'une base 
(produit n°1) de Schiff protonée 
FIGURE 17-9 Mécanisme enzymatique des aldolases de Classe L Le DHAP et libération du GAP (représenté avec son côté re au dessus); 
mécanisme implique (1) liaison du substrat ; (2) formation d'une base de (4) tautomérisation et protonation de la forme iminium de la base de 
Schiff entre le résidu Lys du site actif de l'enzyme et FBP ; (3) scission Schiff ; et (3) hydrolyse de la base de Schiff avec libération de la DHAP. 


de l'aldol pour donner un intermédiaire ènamine de l'enzyme avec la 


pour assurer l'orientation catalytiquement active de Tyr. Un réexa- 
men de ces données conduit à proposer un mécanisme différent. 
Cette Tyr est en fait trop éloignée du site actif, si bien que le rôle 
de catalyseurs acido-basiques est à présent attribué à Asp 33 et 
Lys 146. Il s’agit de résidus conservés et dont la mutation inactive 
l'enzyme. Voilà un excellent exemple des précautions que l'on doit 
prendre pour interpréter les données obtenues par modification 
chimique et qui montre l'importance des analyses par rayons X et 
de la mutagénèse dirigée pour l'étude des mécanismes enzyma- 
tiques (voir cependant la Section 15-3B). 

Les aldolases de Classe IE, que l'on trouve chez les champi- 
gnons, les algues, et quelques bactéries, ne forment pas de base de 
Schiff avec le substrat. En fait, un cation divalent, en général Zn°* 
ou Fe, polarise l'oxygène du carbonyle du substrat afin de stabi- 
liser l'intermédiaire énolate de la réaction (Fig. 16-24): 


CH,0PO? CH,0PO? 
Pr AT Re <— Rd 
7€ C 
HO” H HO H 


Les deux classes d’aldolases sont-elles apparentées? Bien 
qu'elles présentent une cinétique Uni Bi implicite dans leur 
mécanisme, elles n'ont qu'environ 15% d'identité de séquence, 
à la limite inférieure de la zone d'ombre d’une homologie pos- 
sible (Section 7-4B). Cependant, leurs structures par rayons X 
montrent un même repliement, un tonneau &f. L'évolution de 
ce type de repliement, assez courant, est discutée dans la Sec- 
tion 8-3B. 


b. Pourquoi y a-t-il deux classes d'aldolases ? 

Dans la mesure où la glycolyse est apparue très tôt dans l'his- 
toire de l’évolution, l'existence de deux classes d'aldolases est sur- 
prenante, On a d'abord pensé que, les aldolases de Classe I se trou- 
vant dans les organismes supérieurs, les aldolases de Classe II 
constituaient la forme la plus primitive de l'enzyme et étaient donc 
moins performantes que les enzymes de Classe I. Cependant, la 
découverte de l'expression simultanée des deux classes d'aldolases 
chez certains organismes laisse penser que les deux classes d'en- 
zymes sont anciennes sur le plan de l’évolution et toutes aussi 
aptes à assurer leurs fonctions métaboliques. Il semble donc que 
l'expression des deux classes d'aldolase chez certains organismes 
s'explique par une redondance métabolique ancestrale que l'évo- 
lution a éliminée chez les organismes apparus plus récemment. 
Quoi qu'il en soit, le fait que les aldolases de Classe Il n'existent 
pas chez les mammifères les rend intéressantes comme cibles 
potentielles de médicaments antibactériens. 


c. L'aldolase est stéréospécifique 

La réaction de l’aldolase fournit un autre exemple de l'ex- 
traordinaire stéréospécificité des enzymes. Dans la condensation 
aldolique non enzymatique qui donne un hexose-1,6-bisphos- 
phate à partir de DHAP et de GAP, il y a quatre produits pos- 
sibles selon que l'hydrogène enlevé du C3 est le pro-R ou le pro- 
S$ et selon que le carbanion résultant attaque le GAP sur son côté 
re où si: 
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Dans le cas de la condensation aldolique enzymatique (Fig. 17-9 
en sens inverse), la formation du carbanion à partir de l'ion imi- 
nium de l'intermédiaire DHAP-enzyme (Fig. 17-9, 4° étape en 
sens inverse) se fait après départ du seul hydrogène pro-S. L'at- 
taque de ce carbanion ne peut avoir lieu que sur le côté si du grou- 
pement carbonyle du GAP lié à l'enzyme, d'où formation unique- 
ment de FBP (Fig. 17-9, 3° étape en sens inverse). 


E. Triose phosphate isomérase 


Seul l’un des deux produits de la réaction de clivage aldolique, le 
GAP, sera utilisé dans la voie glycolytique (Fig. 17-3). Cependant, 
la DHAP et le GAP sont des isomères cétose-aldose, tout comme 
F6P et G6P. L'interconversion de GAP et DHAP se fait donc pro- 
bablement via un intermédiaire ènediol ou ènediolate, tout comme 
dans la réaction catalysée par la phosphoglucose isomérase 
(Fig. 17-6). La triose phosphate isomérase (TIM ou TPI; Fig. 8- 
19b et 8-52) catalyse cette interconversion lors de la Réaction 5 de 
la glycolyse, dernière étape de la Phase 1: 
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H [e) | 
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Ce schéma réactionnel a été proposé suite à l’utilisation d’ana- 
logues de l’état de transition, le phosphoglycohydroxamate et le 
2-phosphoglycolate, composés stables dont les structures géomé- 
triques rappellent celles de l'intermédiaire ènediol ou ènediolate 
proposé : 


CH,0POY 


Intermédiaire ènediolate 
proposé 


Puisque les enzymes catalysent les réactions en se fixant plus for- 
tement au complexe de l'état de transition qu'au substrat (Section 
15-1F), le phosphoglycohydroxamate et le 2-phosphoglycolate 
devraient se fixer plus fortement à la TIM que le substrat. En fait, 
le phosphoglycohydroxamate et le 2-phosphoglycolate se fixent 
155 et 100 fois mieux à la TIM que ne le font le GAP ou la DHAP. 


a. Glu 165 fonctionne comme une base générale 

La dépendance de la réaction de la TIM vis-à-vis du pH se tra- 
duit par une courbe en cloche avec des pK de 6,5 et 9,5. Les 
valeurs de ces pX semblables à celles de la réaction catalysée par 
la phosphoglucose isomérase suggèrent la participation à la fois 
d'un acide et d'une base dans la réaction catalysée par la 
TIM. Cependant, les seules études de l'influence du pH, comme 
nous l'avons déjà vu, sont difficiles à interpréter en termes de rési- 
dus d'acides aminés spécifiques, car l'environnement du site actif 
peut modifier le pK d'un groupement acide ou basique. 

Afin d'identifier la base du site actif de la TIM, des réactifs 
marqueurs d’affinité ont été utilisés. Aussi bien la bromohy- 
droxyacétone phosphate que le glycidol phosphate 


CH,Br H,C., 
| 10 
me ei 
CH,0PO$ CH,0P0O$- 
Bromohydroxyacétone Glycidol phosphate 
phosphate 


inactivent la TIM en formant des esters avec Glu 165, dont le 
groupement carboxylate, comme le montrent les études par rayons 
X, occupe une place idéale pour capter le proton du C2 du substrat 
(catalyse générale basique). En fait, le remplacement par mutage- 
nèse de Glu 165 par Asp, qui, d'après les études par rayons X 
n'éloigne le groupement carboxylate que d'environ 1 À du substrat 


ass sm À on manettes LD se LL des posts AE. 


le pouvoir catalytique de la TIM d'environ 1000 fois. Noter que la 
valeur du pX de Glu 165 est considérablement modifiée puis- 
qu'elle passe de 4,1, pour l'acide aminé libre, à 6,5, valeur obser- 
vée : autre exemple surprenant de l'effet de l'environnement sur les 
propriétés des chaînes latérales des acides aminés. 


b. La réaction de la TIM se fait probablement via une 
catalyse générale acido-basique concertée mettant en 
jeu des liaisons hydrogène à faible barrière énergétique 
La structure par rayons X de la TIM de levure complexée au 

phosphoglycohydroxamate a montré que His 95 forme une liai- 

son hydrogène, ce qui le place correctement pour protoner 
l'atome d'oxygène du carbonyle du GAP (catalyse générale 
acide) : 


9 N° Glu 97 
ile PE 4 
H 


Cependant, des études par RMN ont montré que His 95 est sous 
forme imidazole neutre plutôt que sous forme imidazolium proto- 
née. Comment l'hydrogène porté par le N3 du noyau imidazole, 
caractérisé par un pX basique d'environ 14, peut-il protoner 
l'atome d'oxygène d’un carbonyle qui, lorsqu'il est protoné, a un 
pK très acide, < 0? De même, comment le groupement carboxy- 
late de Glu 165 (pK 6,5) peut-il capter le proton porté par le C2 
(pK - 17) du GAP ? Une explication probable est que ces mouve- 
ments de protons sont facilités par la formation de liaisons hydro- 
gène à faible barrière énergétique (LBHB). Ces associations anor- 
malement fortes (—-40 à -80 kJ-mol"! au lieu de —12 à 
30 kJ -mol-! pour des liaisons hydrogène normales), comme déjà 
vu avec la triade des protéases à sérine (Section 15-3D), s'établis- 
sent quand les pX des groupements donneur et accepteur de liai- 
sons hydrogène sont pratiquement égaux. Elles peuvent contribuer 
de façon importante à l'augmentation de la vitesse de la réaction 
si elles ne participent qu'à l'état de transition d'une réaction enzy- 


En transformant (Fig. 17-10 à gauche), le GAP en intermé- 
diaire ènediol (ou ènediolate), le pÆ de la forme protonée de l'oxy- 
gène de son carbonyle, qui devient un groupement hydroxyle, aug- 
mente pour atteindre une valeur - 14, valeur tout à fait comparable 
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FIGURE 17-10 Mécanisme enzymatique proposé pour la réaction 
catalysée par la TIM. La réaction commence par le transfert concerté du 
proton du C2—H du GAP sur le groupement carboxylate de Glu 165, et 
la protonation de l'atome d'oxygène du carbonyle du GAP par le groupe- 
ment imidazole de His 95. Les pK des groupements donneur et accepteur 
correspondants qui participent à chaque transfert de proton deviennent 
sensiblement égaux à l'état de transition, d'où formation de liaisons 


ce groupement hydroxyle et His 95 permet à la chaîne latérale de 
l'imidazole neutre de protoner l'atome d'oxygène. De même, 
lorsque l'oxygène du carbonyle est protoné, le p du proton porté 
par le C2 du GAP diminue pour atteindre une valeur — 7, valeur 
proche du pK du carboxylate de Glu 165. Il apparaît donc que la 
réaction fait intervenir simultanément une déprotonation par Glu 
165 et une protonation par His 95 (catalyse générale acido-basique 
concertée). On pense que la formation de LBHB dans l’état de 
transition, mais non dans le complexe de Michaelis, entre Glu 165 
et C2—H et entre His 95 et l'atome d'oxygène du carbonyle, 
contribue à stabiliser l'état de transition nécessaire pour que la 
réaction soit catalysée. La chaîne latérale positivement chargée de 
Lys 12, qui est probablement responsable du pK de 9,5 observé 
lorsqu'on suit la vitesse de la réaction catalysée par la TIM en 
fonction du pH, stabiliserait par interactions électrostatiques l'état 
de transition chargé négativement. La conversion de l'intermé- 
diaire ènediol(ate) en DHAP est, de la même facon, facilitée par 


hydrogène à faible barrière énergétique (lignes rouges en pointillés) qui 
stabilisent donc l'état de transition. L'intermédiaire ènediol résultant (ou 
éventuellement l'ènediolate stabilisé par interactions électrostatiques) 
réagit alors de manière identique avec le groupement carboxyle de 

Glu 165 qui donne un proton au C1, tandis que l'atome N3 déprotoné de 
His 95 capte le proton du groupement hydroxyle porté par C2 pour don- 
ner la DHAP. 


l'établissement de LBHB dans l'état de transition (Fig. 17-10, 
droite). 


c. Une boucle souple se lie préférentiellement à 

l'intermédiaire ènediol tout en le protégeant 

La comparaison de la structure par rayons X du complexe TIM 
- phosphoglycohydroxamate avec celle de la TIM non complexée 
montre que lorsque le substrat se lie à la TIM, une boucle de dix 
acides aminés se referme sur le site actif comme une charnière 
pivotante dans un mouvement qui met en jeu des déplacements de 
la chaîne principale de plus de 7 À (Fig. 17-11). Un segment de 4 
résidus de cette boucle établit une liaison hydrogène avec le grou- 
pement phosphate du substrat. L'excision, par mutagenèse, de ces 
quatre résidus ne déforme pas significativement la protéine, et 
donc la liaison du substrat n’est pas fortement affectée. Cependant, 
le pouvoir catalytique de l'enzyme mutée est diminué d'un facteur 
10° et l'enzyme ne se lie que faiblement au phosphoglycohy- 
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droxamate, De toute évidence, la fermeture de la boucle stabilise 
préférentiellement l'état de transition type «ènediol» enzyma- 
tique. 

La fermeture de la boucle dans la réaction catalysée par la TIM 
donne également un exemple frappant du contrôle stéréo-électro- 
nique que les enzymes peuvent exercer sur une réaction (Sec- 
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FIGURE 17-12 Décomposition spontanée de l'intermédiaire ènediol 
dans la réaction de la TIM pour donner du méthylglyoxal après éli- 
mination d'un groupement phosphate, (a) Cette réaction ne peut avoir 
lieu que si la liaison C—0 au groupement phosphate se trouve dans un 
plan presque perpendiculaire à celui de l'èmediol afin de permettre la for- 
mation d'une double liaison dans le produit énol intermédiaire. 


a Pa d'arme mm M x " à 


FIGURE 17-11 Représentation en ruban de la TIM de levure com- 
plexée à l’analogue de l’état de transition, le 2-phosphogiycolate. Une 
seule sous-unité (qui comporte 248 résidus) de cette enzyme homodimé- 
rique est vue be long de l'axe de son tonneau &/f. La boucle souple de 
l'enzyme qui va des résidus 168 à 177 est en bleu-vert et les chaînes laté- 
rales de Lys 12, His 95, et Glu 165 sont respectivement en bleu foncé, 
magenta, et rouge, Le 2-phosphoglycolate est représenté selon un modèle 
compact, avec C en vert, O en rouge, P en jaune. [D'après une structure 
par rayons-X réalisée par Gregory Petsko, Brandeis University, PDBid 
2YPI.] 


tion 15-1E). En solution, l'intermédiaire ènediol se décompose 
immédiatement avec élimination du phosphate porté par le C3 et 
donne un composé toxique, le méthylglyoxal (Fig. 17-124), A la 
surface de l'enzyme, cependant, cette réaction n'a pas lieu car le 
groupement phosphate est maintenu, grâce à la boucle souple, dans 
le plan de l'ènediol, position défavorable à l'élimination du phos- 
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plan sensiblement parallèle à celui de l'ènediol, les orbitales p du produit 
intermédiaire formé seraient perpendiculaires entre elles et il n'y aurait 
donc pas le recouvrement nécessaire pour former une liaison #, c'est-à- 
dire, une double liaison. [l en résulte une possibilité de liaison insatisfaite 
qui augmente fortement le niveau d'énergie de l'intermédiaire de la réac- 
tion, ce qui en fait une réaction très défavorable, 


phate. Pour que cette élimination ait lieu, la liaison C—0O au grou- 
pement phosphate doit se trouver, comme le montre la Fig. 17-24, 
dans un plan perpendiculaire à celui de l'ènediol. Ceci parce que, 
si le groupement phosphate devait être éliminé alors que la liaison 
C—O 5e trouve dans le plan de l'ènediol comme schématisé 
Fig. 17-12b, le groupement CH, du produit énol résultant se trou- 
verait projeté de 90° hors du plan du reste de la molécule. Une telle 
conformation est énergétiquement prohibitive, car elle empêcherait 
la formation de la double liaison de l'énol en rendant impossible 
le recouvrement des orbitales p du composé. Avec l’enzyme mutée 

de boucle souple, l'ènediol est capable de se libérer : 
— 85 % de l'intermédiaire ènediol se retrouve en solution, où il est 
rapidement décomposé en méthylglyoxal et P, Ainsi, la fermeture 
par la boucle souple assure également que le substrat est trans- 
formé efficacement en produit. 

Sur base des structures par rayons X discutées ci-dessus, l’opi- 
nion générale était que la liaison du substrat à la TIM induit le 
recouvrement du substrat par la boucle (on parle de liaison sen- 
sible au ligand ou «ligand-gated binding»). S'il en est bien 
ainsi, vu le caractère réversible de la réaction et la ressemblance 
chimique entre substrat et produit (GAP et DHAP), on ne voit pas 
comment le produit peut être libéré. Cependant, des mesures de 
RMN par John Williams et Ann McDermott montrent qu'en fait 
des mouvements de la boucle se produisent toujours lorsque la 
TIM lie le glycérol-3-phosphate (analogue du substrat) ou le 2- 
phosphoglycolate (analogue de l’état de transition) et sont suffi- 
samment rapides (en 100 lis environ) pour rendre compte de la 
vitesse de réaction catalytique (temps de renouvellement de 230 
us). Ceci illustre bien le caractère complémentaire de données 
obtenues par les rayons X et par la RMN pour la compréhension 
de mécanismes enzymatiques non élucidés par ces techniques 
prises séparément. 


d. La TIM est une enzyme parfaite 

La TIM, comme Jeremy Knowles l’a montré, a atteint la per- 
fection catalytique dans la mesure où la vitesse de la réaction 
bimoléculaire entre l'enzyme et le substrat est contrôlée par la 
diffusion: ceci veut dire que le produit se forme aussi rapide- 
ment que l’enzyme et le substrat peuvent entrer en collision dans 
le milieu, si bien que toute augmentation de l'efficacité cataly- 
tique de TIM n’augmenterait pas la vitesse de la réaction (Sec- 
tion 14-2B). Grâce à l’interconversion extrêmement efficace de 
GAP et DHAP, ces deux métabolites sont maintenus en équi- 
libre : À = [GAPJADHAP] = 4,73 x 1077; autrement dit, à l'équi- 
libre [DHAP]} >> [GAP]. Toutefois, puisque GAP est utilisé dans 
la réaction suivante de la glycolyse, davantage de DHAP est 
converti en GAP afin que le rapport à l'équilibre de ces com- 
posés soit maintenu. 1 n'y a donc qu'une voie métabolique com- 
mune pour assurer le métabolisme des deux produits de la réac- 
tion catalysée par l'aldolase. 


Faisons maintenant le point dans notre parcours de la glyco- 
lyse. À ce stade, le glucose, qui a été transformé en deux GAP, 
a achevé la phase préparatoire de la glycolyse, Ceci a nécessité 
la dépense de 2 ATP. Toutefois, cet investissement s'est soldé par 
la conversion d'un glucose en deux unités en C3, chacune d'elles 
possédant un groupement phosphate qui, grâce à une petite 
astuce chimique, peut être converti en composé «riche en éner- 
gie» (Section 16-4B) dont l'énergie libre d'hydrolyse peut être 
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couplée à la synthèse d'ATP. Cet investissement en énergie sera 
doublement restitué dans la phase terminale de la glycolyse, où 
les deux unités en C3 phosphorylées sont transformées en deux 
pyruvate en même temps qu'il ÿ a synthèse couplée de quatre 
ATP par glucose. 


F. Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase : 
formation d’un premier intermédiaire « riche en 
énergie ». 

La Réaction 6 de la glycolyse implique l'oxydation et la phos- 

phorylation de GAP par NAD* et P, catalysées par la glycéral- 

déhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH; Fig. 8-45 et 
8-53b): 


H—,C—OH + NAD* + PF, 


,CH30POY- 


GI 
3-phosphate (GAP) 


glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase (GAPDH) 


OQ _OPO} 
% 


H—,C—OH + NADH + H* 


,CHz0POŸ 


1,3-Bisphosphoglycérate 
(1,3-BPG) 


Voici le premier exemple de l'astuce chimique à laquelle nous fai- 
sions allusion ci-dessus. Dans cette réaction, l'oxydation de l'al- 
déhyde, réaction exergonique, amène la synthèse de l'acyl phos- 
phate  1,3-bisphosphoglycérate (1,3-BPG; autrefois appelé 
1,3-diphosphoglycérate). Se rappelerque les acyls phosphate sont 
des composés à fort potentiel de transfert de groupement phos- 
phate (Section 16-4B). 


Étude du mécanisme réactionnel 

Plusieurs expériences clefs d'enzymologie ont permis d'éluci- 
der le mécanisme de la réaction catalysée par la GAPDH 
(Fig. 17-13): 


L La GAPDH est inactivée après alkylation par des quantités 
stœchiométriques d'iodoacétate. La présence de carboxyméthyl- 
cystéine dans l'hydrolysat de l'enzyme ainsi alkylée (Fig. 17-13a) 
suggère que la GAPDH présente un groupement sulfhydryle Cys 
dans son site actif. 

2. La GAPDH transfère quantitativement *H du C1 de GAP au 
NAD* (Fig. 17-13b), montrant ainsi que la réaction se fait par 
transfert direct d'ion hydrure. 


(a) HI 
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FIGURE 17-14 Mécanisme enzy- 
matique de la glycéraldéhyde-3- 
phosphate déshydrogénase. (1) Le 
GAP se lie à l'enzyme ; (2) le grou- 
pement sulfhydryle du site actif 
forme un thiohémiacétal avec le sub- 
strat ; (3) le NAD* oxyde le thiohé- 
miacétal en thioester ; (4) Le NADH 
nouvellement formé est remplacé sur 
l'enzyme par du NAD* ; et (5) P, 
attaque le thioester pour donner un 
acyl-phosphate, le 1,3-BPG, et régé- 1,3-Bisphospho- 


nérer l'enzvme active. vlurérate (1 4 RD!) 


3, La GAPDH catalyse l'échange de ?P entre [??PJP, et l'ana- 
logue du produit acétyl phosphate (Fig. 17-13c). De telles réac- 
tions d'échange isotopique montrent qu'il se forme un intermé- 
diaire acyl-enzyme (Section 14-5D). 

David Trentham a proposé un mécanisme pour la réaction de la 
GAPDH fondé sur cette information et sur des résultats de ciné- 
tique enzymatique (Fig. 17-14): 

1" étape Le GAP se lie à l'enzyme. 

2° étape Le groupement sulfhydryle essentiel, agissant comme 
nucléophile, attaque l’aldéhyde pour donner un thiohémiacétal. 

3° étape Le thiohémiacétal subit une oxydation pour donner 
un acylthioester par transfert direct de l’hydrure sur NAD*. Cet 
intermédiaire, qui a été isolé, a un potentiel de transfert de groupe 
élevé. L'énergie liée à l'oxydation de l'aldéhyde n'a pas été dissi- 
pée mais est conservée grâce à la synthèse du thioester et à la 
réduction du NAD* en NADH. 

4° étape Une autre molécule de NAD* remplace le NADH. 

5° étape L’intermédiaire thioester subit une attaque nucléo- 
phile par P,ce qui régénère l'enzyme libre et donne le 1,3- 
BPG. Cet anhydride mixte «riche en énergie » permettra la for- 
mation d'ATP à partir d'ADP dans la réaction suivante de la 
glycolyse. 


G. Phosphoglycérate kinase : première 
régénération d’ATP 


La Réaction 7 de la glycolyse conduit à la première formation 
d’ATP et à celle de 3-phosphoglycérate (3PG), réaction catalysée 


par la phosphoglycétate kinase (PGK) : 


H—C—0H 
.CH/0POÏ- 


+ ADP 


1,3-Bisphosphoglycérate 
(1,3-BPG) 


phosphoglycérate 
Mg** | | kinase (PGK) 


"O0 (e) 


SZ 
l 


H—C — OH 
.CH40POÿ- 


+ ATP 


3-Phosphoglycérate 
(3PG) 


(Remarque : une «kinase » est une enzyme qui transfère un grou- 
pement phosphoryle depuis l'ATP sur un métabolite. Rien n'est 
implicite quant au sens exergonique du transfert). 

La PGK (Fig. 17-15) présente une structure clairement bilobée. 
Le site de liaison du complexe Mg}*-ADP est situé dans un 
domaine, à environ 10 À du site de liaison du 1,3-BPG, lequel se 
trouve dance l'autre domaine lee etructures nar ravons X euocèrent 
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FIGURE 17-15 Modèle compact de la phosphoglycérate kinase de 
levure montrant sa structure bilobée à crevasse profonde, Le site de 
liaison du substrat est au fond de la crevasse comme l'indique l'atome de 
P (violer) du 3PG. Comparer cette structure avec celle de l'hexokinase 
(Fig. 17-5a). [D'après une structure par rayons-X de Herman Watson, 
University of Bristol, U.K. PDBid 3PGK..] 


qu'après liaison du substrat, les deux domaines de la PGK bascu- 
lent ensemble afin de permettre aux substrats de réagir dans un 
milieu anhydre comme dans le cas de l'hexokinase (Section 17- 
2A). De fait, l'aspect de la PGK est remarquablement similaire à 
celui de l’hexokinase (Fig. 17-5a), même si les structures de ces 
protéines n'ont pas de relation. 

La Fig. 17-16 donne un mécanisme réactionnel pour la PGK en 
accord avec les cinétiques séquentielles observées : attaque nucléo- 
phile par l'oxygène du groupement phosphoryle terminal de 
l'ADP, de l'atome de phosphore porté par le C1 du 1,3-BPG, pour 
donner le produit de la réaction. 


o 
H-0-on° + O—P—0—P—0—Adénosine 
CH,0P0$" b 0 
Ses Mg**-ADP 
0 . 
Ft + 
H—C—0H + O—P—0—P—0—P—0—Adénosine 
CHOPOY 0 O0 0 
3-Phosphoglycérate Mg'*-ATP 


FIGURE 17-16 Mécanisme réactionnel de la PGK. Les positions des 
ions Mg?* sont données comme exemples possibles ; leurs sites de liaison 
téele ne ennt nas conne 
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Le bilan énergétique global des deux réactions catalysées par 
la GAPDH et la PGK est: 
GAP + P,+ NAD* = 1,3-BPG + NADH 
AG° = +6,7 kJ: mor! 
1,3-BPG + ADP = 3PG + ATP 
AG° = -18,8 kJ : mol”! 


GAP + P.+ NAD* + ADP — 3PG + NADH + ATP 

AG° = -12,1 kj:mol! 
Bien que la réaction de la GAPDH soit endergonique, le caractère 
fortement exergonique du transfert d'un groupement phosphoryle 
du 1,3-BPG à l'ADP rend favorable la synthèse globale de NADH 
et d'ATP à partir de GAP, P.. NAD' et ADP. 


H. Phosphoglycérate mutase 


Au cours de la Réaction 8 de la glycolyse, le 3PG est converti en 


2-phosphoglycérate (2PG) par la phosphoglycérate mutase 
(PGM): 


LUS 2 Un = 
i 1 
phosphoglycérate | : 

H—C;— OH mutase (PGM) Gr Hans | 
H—C;-OPO? H—C;—OH 

| | 

H H 

3-Phosphoglycérate 2-Phosphoglycérate 
(3PG) (2PG) 


Une mutase catalyse le transfert d'un groupement fonctionnel 
d'une position à une autre à l'intérieur d'une molécule. Cette réac- 
tion est une préparation indispensable pour la réaction suivante, 
qui amènera la formation d'un composé phosphorylé «riche en 
énergie » utilisé ensuite pour synthétiser de l'ATP. 


a. Mécanisme réactionnel de la PGM 

À première vue, la réaction catalysée par la PGM apparaît 
comme un simple transfert intramoléculaire d'un groupement 
phosphoryle. Ce n'est toutefois pas le cas, L'enzyme active pré- 
sente un groupement phosphate dans son site actif, qui est trans- 
féré au substrat pour donner un intermédiaire bisphosphorylé. Cet 
intermédiaire va alors rephosphoryler l'enzyme pour donner le 
produit et régénérer la phosphoen:yme active. Les résultats expé- 
rimentaux suivants ont permis d'élucider le mécanisme enzyma- 
tique de la PGM: 


1. Des quantités catalytiques de 2,3-bisphosphoglycérate 
(2,3-BPG : autrefois appelé 2,3-diphosphoglycérate) 


H—C-OPOY 
H—C-OPO3 
H 
2,3-Bisphosphoglycérate 
(2 4RP(G) 


sont indispensables à l'activité enzymatique ; autrement dit, le 2,3- 
BPG amorce la réaction. 

2. L'incubation de l’enzyme avec des quantités catalytiques de 
2,3-BPG marqué par ?P donne une enzyme marquée par *?P. Zelda 
Rose a montré que ce marquage résulte de la phosphorylation d'un 


résidu His : 
N 
Enzyme — CH; oo 
hi 
POZ- 


3 
Résidu His phosphorylè 

3. La structure par rayons X de l'enzyme montre qu'il y a une 
His dans le site actif (Fig. 17-17). Lorsque l'enzyme est active, 
His 8 est phosphorylée. 

Ces résultats sont en accord avec un mécanisme dans lequel 
l'enzyme active présente un résidu phospho-His au site actif 
(Fig. 17-18): 

1" étape Le 3PG se lie à la phosphoenzyme dans laquelle 
His 8 est phosphorylée. 

2° étape Ce groupement phosphoryle est transféré au substrat, 
d'où la formation d'un complexe intermédiaire 2,3-BPG : enzyme. 

3° et 4° étapes Le complexe se dissocie pour donner le 2PG et 


régénérer la phosphoenzyme. 
Le groupement phosphoryle du 3PG se retrouve donc finalement 


sur le C2 du prochain 3PG qui subira la réaction. 


Arg 7 
Gly 9 
His 
179 
His 8 
Glu 15 
Glu 86 
3PG 
Arg 59 
Ser 11 
Thr 20 Trp 22 
Gly 21 


FIGURE 17-17 Région du site actif de la phosphoglycérate mutase de 
levure (forme déphosphorylée) montrant le substrat, 3-phosphoglycé- 
rate, et quelques chaînes latérales à proximité, His 8 est phosphorylée 
lorsque l’enzyme est active. [D'après Winn, S.L, Watson, H.I., Harkins, 
RN., et Fothergill, L.A., Phil. Trans. R, Soc. London Ser. B 293, 126, 
(1081, PDA IPC 1 
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FIGURE 17-18 Mécanisme réactionnel proposé pour la phosphoro- 
glvcérate mutase, La forme active de l'enzyme contient un résidu phos- 
pho-His au site actif. (1) Formation du complexe enzyme-substrat ; 

(2) transfert au substrat du groupement phosphoryle lié à l'enzyme : 

(3 rephosphorylation de l'enzyme par l'autre groupement phosphoryle 


Il amive parfois que le 2,3-BPG se dissocie de l'enzyme 
(Fig. 17-18; 5° étape), laissant celle-ci sous forme inactive. Des 
quantités infimes de 2,3-BPG doivent donc toujours être dispo- 
nibles afin de régénérer la phosphoenzyme active dans la réaction 
inverse, 


b. Influence de la glycolyse sur le transport de l'oxygène 
Le 2,3-BPG se fixe spécifiquement à la désoxyhémoglobine, ce 
qui modifie l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène (Section 


tn em à 
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du substrat ; et (4) libération du produit régénérant La phosphoenzyme 
active. (5) Occasionnellement, le 2,3-BPG se dissocie de l'enzyme, la 
laissant sous une forme inactive déphosphorylée qui doit être rephospho- 
rylée par la réaction inverse. 


beaucoup plus élevée (-5 mA) que les quantités infimes néces- 
saires à son rôle d'amorce de la PGM. Les érythrocytes synthéti- 
sent et dégradent le 2,3-BPG par une voie annexe de la glycolyse 
représentée dans la Fig. 17-19. La bisphosphoglycérate mutase 
catalyse le transfert d'un groupement phosphoryle du CI au C2 du 
1,3-BPG. Le 2,3-BPG ainsi formé est hydrolysé en 3PG par la 2,3- 
bisphosphoglycérate phosphatase. La vitesse de la glycolyse 
modifie l'affinité de l’hémoglobine pour l'oxygène par l'intermé- 
diaire du 2,3-BPG, Par conséquent, des déficiences héréditaires en 
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FIGURE 17-19 Les voiles de synthèse et de dégrada-  Glycéraldéhyde 3-phosphate 


tion du 2,3-BPG dans les érythrocytes sont une 


déviation de la voie glycolytique. | GAPDH 
1,3-Bisphosphoglycérate ni vo pu 07 
| 
a CH,OPO3- 
3-Phosphoglycérate 2,3-bisphosphoglycérate sis 
phosphatase De 7 
| FGM (2,3-BPG) 
2-Phosphoglycérate 
cité du sang à transporter l'oxygène (Fig. 17-20). Par exemple, la 100 


concentration d'intermédiaires de la glycolyse dans des érythro- 
cytes déficients en hexokinase est inférieure à la normale puisque 
l'hexokinase catalyse la première réaction de la glycolyse. Il s'en- 
suit une diminution de la concentration en 2,3-BPG et donc une 
augmentation de l’affinité de l’hémoglobine pour l'oxygène. Inver- 
sement, une déficience en pyruvate kinase diminue l'affinité de 
l'hémoglobine pour l'oxygène suite à l'augmentation de la 
concentration en 2,3-BPG due au blocage de la dernière réaction 
de la glycolyse. Ainsi, bien que le métabolisme des érythrocytes, 
qui n'ont ni noyau ni organites, soit réduit au minimum, ce méta- 
bolisme résiduel a un impact physiologique. 


|. Enolase : formation d’un deuxième 
intermédiaire « riche en énergie » 


Dans la Réaction 9 de la glycolyse, le 2PG est déshydraté en phos- 
phoénolpyruvate (PEP), réaction catalysée par l'énolase : 


RP PE 
H—C—opor <lees C—opot + H,0 
Hc, OH nc 
H H 
2-Phosphoglycérate Phosphoénolpyruvate 
(2PG) (PEP) 


L'enzyme forme un complexe avec un cation divalent, comme 
Mg*, avant que ne se fixe le substrat. Un second ion métallique 
divalent se lie alors à l'enzyme. Comme nous l'avons vu dans la 
Section 17-1A, l'ion Auorure inhibe la glycolyse avec accumula- 
tion de 2PG et de 3PG. Ceci est dû à une très forte inhibition de 
l'énolase en présence de P, F° et P, forment un complexe extré- 
mement solide avec le Mg fixé au site actif de l'enzyme, s’op- 
posant ainsi à la fixation du substrat et donc inactivant l'enzyme. 
Il s'ensuit une accumulation du substrat de l'énolase, le 2PG, qui 
va s’équilibrer avec le 3PG grâce à la PGM. 


Mécanisme catalytique de l’énolase 

La déshydratation (élimination d'H,0) catalysée par l'énolase 
pourrait se faire par l'une des trois voies suivantes (Fig. 16-9a) : 
{1} l'OH porté par C3 part en premier. laissant un carhocation sur 


5 8 8 


Saturation en oxygène (%) 


8 8 & 8 8 


ns 
o 


0 10 20 


30 40 50 60 

pOz (torr) 
FIGURE 17-20 Courbes de saturation de l'hémoglobine par l'oxy- 
gène dans des érythrocytes normaux (courbe rouge) et dans des éry- 
throcytes de malades ayant une déficience en hexokinase (courbe 
verte) ou en pyruvate kinase (courbe violette). [D'après Delivoria-Papa- 
dopoulos, M., Oski, F.A., et Gottlieb, A.J., Science 165, 601, (1969)]. 


le C3; (2) le proton porté par le C2 part en premier, laissant un 
carbanion sur le C2 ; ou (3) la réaction peut être concertée. Par des 
études d'échanges isotopiques, Paul Boyer a montré que le proton 
du C2 du 2PG s'échange avec le milieu à une vitesse 12 fois plus 
rapide que celle de la formation de PEP. Cependant, l'oxygène du 
C3 s'échange avec le solvant à une vitesse sensiblement égale à la 
vitesse de la réaction globale. Ceci suggère le mécanisme suivant 
(Fig. 17-21): 

1" étape Formation rapide d'un carbanion sur le C2 facilitée 
par une base générale de l'enzyme. Le proton enlevé peut rapide- 
ment s'échanger avec le solvant, ce qui explique la grande vitesse 
d'échange observée, 

2° étape Élimination, à vitesse limitante, de l'hydroxyle porté 
par le C3. Ceci est en accord avec la faible vitesse d'échange entre 
ce groupement hvdroxvle et le milieu. 
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FIGURE 17-21 Mécanisme réactionnel proposé pour l'énolase. 

(1) Formation rapide d'un carbanion suite au retrait d'un proton du C2 
par Lys 345 agissant comme base classique ; ce proton peut s'échanger 
rapidement avec le milieu, (2) Elimination lente de H,0 pour donner le 
phosphoénolpyruvate, par catalyse acide générale due à Glu 211; l'oxy- 
gène porté par le C3 du substrat peut s'échanger avec le milieu à une 
vitesse qui dépend de celle de cette étape. 


Phosphoénolpyruvate (PEP) 


La réaction de l'énolase (Fig. 17-21) est intéressante sur le plan 
du mécanisme car elle implique le départ d'un proton relativement 
peu acide (pX > 30) du C2, suivi de l'élimination d'un ion OH”, 
groupement qui peut difficilement s'en aller. La structure par 
rayons X de l'énolase de levure complexée à deux Mg?* et à un 
mélange de 2PG et de PEP en équilibre (substrat et produit de 
l'énolase), déterminée par George Reed et Ivan Rayment, montre 
que l'énolase lie le 2PG au sein d’un complexe impliquant les deux 
ions Mg”. Des études enzymologiques et par mutagenèse mon- 
trént que la réaction fait intervenir la chaîne latérale de Lys 345 en 
tant que base classique et celle de Glu 211 en tant qu'acide clas- 
sique. On pense que Lys 396 et les deux ions Mg?* stabilisent la 
charee névative accrue de l'ion carbhoxvlate dans l'intermédiaire 


J. Pyruvate kinase : deuxième régénération d'ATP 


Dans la Réaction 10 de la glycolyse, la dernière réaction, la pyru- 
vate kinase (PK) assure le couplage entre l'énergie libre libérée 
par l'hydrolyse du PEP et la synthèse d'ATP, pour donner du pyru- 
vale, 


C0 + ADP + H* 
CH, 


Phosphoénolpyruvate 
(PEP) 


pyruvate 
kinase (PK) 
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FIGURE 17-22 Mécanisme de la réaction catalysée par la pyruvate 
kinase. (1) Attaque nucléophile de l'atome de phosphore du PEP par un 
atome d'oxygène du groupement B-phosphoryle de l'ADP pour former 


Mécanisme catalytique de la PK 
La réaction de la PK, qui nécessite à la fois des cations mono- 
valents (K°) et divalents (Mg°*), se fait comme suit (Fig. 17-22): 


1" étape Attaque nucléophile, par un oxygène du phosphoryle 
en B de l'ADP, de l'atome de phosphore du PEP, déplaçant ainsi 
l'énol pyruvate et formant de l'ATP. Cette réaction récupère l'éner- 
gie libre résultant de l'hydrolyse du PEP. 


2° étape L'énol pyruvate est transformé en pyruvate. Cette 
tautomérisation énol-céto est suffisamment exergonique pour 
assurer la synthèse endergonique couplée de l’ATP (Section 16- 
4C). 


Nous pouvons maintenant voir la «logique » de la réaction de 
l'énolase, L'énergie libre standard de l'hydrolyse du 2PG n'est que 
AG° = -17,6 kJ- mol'!, ce qui est insuffisant pour permettre la 
synthèse d'ATP (AG° = 30,5 kJ- mol"! pour la synthèse d'ATP à 
partir d'ADP + P,). La déshydratation du 2PG amène la formation 
d'un intermédiaire « riche en énergie » capable d'assurer une telle 
synthèse [l'énergie libre standard de l'hydrolyse du PEP est égale 
à 61,9 kJ : mol"! (Fig. 16-23)]. Autrement dit, le PEP est un com- 
posé « riche énergie », le 2PG ne l’est pas. 


3 M LA FERMENTATION : SORT DU 
PYRUVATE EN ANAEROBIOSE 


Pour que la glycolyse continue, le NAD*, qui se trouve en quanti- 
tés limitées dans les cellules, doit être recyclé après sa réduction 
en NADH par la GAPDH (Fig. 17-3, Réaction 6). En présence 
d'oxygène, les équivalents réducteurs du NADH sont transportés 
dans les mitochondries pour y être réoxydés (Chapitre 22). Cepen- 
dant, en anaérobiose, le NAD'* est renouvelé grâce à la réduction 
du pyruvate qui constitue un prolongement de la glycolyse. Il 
existe deux processus qui assurent le renouvellement du NAD* en 
anaérobiose, la fermentation homolactique dans le muscle, et la 
fermentation alcoolique dans la levure. 


A. Fermentation homolactique 


Dans le muscle, notamment en cas d'activité intense où la 


demande en ATP est importante et où l'oxygène se fait rare, la lac- 
tate déchudrenoénace (1 MM hataluen l'avudatinn Ain NADE mar 


CH 

Pyruvate 
AG°° = -46 kJ-mol”! 

AG°° globale = —-31.4 kJ-mol°! 


de l'ATP et de l'énolpyruvate ; et (2) tautomérisation de l'énolpyruvate 
en pyruvate. 


le pyruvate pour donner du NAD' et du lactate, Cette réaction est 
souvent classée Réaction 11 de la glycolyse : 


H, © 
SV 
il 4 NE 
£=0 + |° | A 7% : 4 
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CH; ÿ 
| 
R 
Pyruvate NADH 
lactate 
déshydrogénase (LDH) 
e H 
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HO—£—H + | z 
+ £ 
CHs | 
R 
L-Lactate NAD* 


La LDH, comme d'autres enzymes à NAD”, catalyse sa réaction 
avec une stéréospécificité absolue : l'hydrogène pro-R (côté A) du 
C4 du NADH est transféré de manière stéréospécifique sur le côté 
re du C2 du pyruvate pour donner du L-(ou S-) lactate. Cette réac- 
tion redonne du NAD* qui sera utilisé dans la réaction avec la 
GAPDH. Le transfert de l'hydrure au pyruvate se fait du même 
côté du noyau nicotinamide que dans le cas de l'acétaldéhyde lors 
de la réaction catalysée par l'alcool déshydrogénase (Section 13- 
2A), mais du côté opposé (si) du noyau nicotinamide au GAP dans 
la réaction catalysée par la GAPDH (Section 17-2F). 

Les mammifères ont deux types différents de sous-unités LDH, 
le type M et le type H qui, associés, donnent cinq isozymes tétra- 
mériques : M,, M;H, M;H,, MH, et H,. Bien que l’on trouve ces 
formes hybrides dans la plupart des tissus, la sous-unité de type H 
prédomine dans les tissus aérobies tels que le muscle cardiaque, 
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FIGURE 17-23 Région du site actif de la LDH H, porcine complexée 
au S-lac-NAD', adduit covalent de lactate et de NAD”*, L'adduit est 
représenté en boules et bâtonnets colorés selon le type d'atome (C en 
vert, N en bleu, O en rouge, P en jaune), excepté pour la liaison cova- 
lente entre l'atome C3 du lactate et l'atome C4 du nicotinamide, qui est 
en vent clair, Les trois chaînes latérales de la LDH qui établissent des 
liaisons hydrogène (lignes blanches) avec le pyruvate sont en bâtonnets, 
colorées de même selon le type d'atome, mais avec C en magenta. 
[D'après une structure par rayons X de Michael Rossmann, Purdue Uni- 
versity, PDBid SLDH.] 


peuvent se trouver dans des conditions anaérobies, tels que les 
muscles squelettiques et le foie. La LDH H, présente un faible X!,, 
pour le pyruvate et est inhibée allostériquement par des concentra- 
tions élevées de ce métabolite, tandis que l'isozyme M, a un K,, 
plus élevé pour le pyruvate et n'est pas inhibé par lui. Les autres 
isozymes ont des propriétés intermédiaires qui varient en fonction 
des proportions de leurs deux types de sous-unités. Il a donc été 
suggéré, non sans controverse, que la LDH de type H est mieux 
adaptée pour assurer l'oxydation du lactate en pyruvate, tandis que 
la LDH de type M est plus appropriée pour catalyser la réaction 
inverse. 

La structure par rayons X de la LDH H, de porc complexée à 
S-lac-NAD* (analogue bisubstrat où l'atome C3 du lactate est en 
liaison covalente avec l'atome C4 du noyau nicotinamide du 
NAD*) a été obtenue par Michael Rossmann (Fig. 17-23 ; il a aussi 
déterminé la structure par rayons X de la LDH M, de roussette 
montrée à la Fig. 8-54). L'atome O2 du lactate, celui de son grou- 
pement hydroxyle, est en liaison hydrogène avec les chaînes laté- 
rales de Arg 109 et de His 195, alors que son groupement car- 
boxylique en C1 établit une double liaison hydrogène avec la 
chaîne latérale de Arg 171. Sur base de cette structure et de nom- 
breuses données enzymologiques, Rossmann a proposé le méca- 
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FIGURE 17-24 Mécanisme réactionnel de la lactate déshydrogénase. 
La réaction implique le transfert direct de l'ion hydrure du NADH à 
l'atome de carbone du carbonyle du pyruvate, et d'un proton du groupe- 
ment imidazolium de His 195 à l'atome d'oxgène du carbonyle du pyru- 
vate, Ce transfert de proton est facilité par la charge positive de la chaîne 
latérale voisine de l'Arg 109, 


24): l'hydrure pro-R est transféré du C4 du noyau nicotinamide du 
NADH au C2 du pyruvate avec transfert concomitant d'un proton 
de l'imidazolium de His 195 à O2 du pyruvate, produisant ainsi du 
NAD* et du lactate. Le transfert de proton est facilité par les inter- 
actions de répulsion avec la chaîne latérale voisine, chargée posi- 
tivement, de Arg 109, Ces interactions contribuent aussi à orienter 
le pyruvate tout comme le fait la liaison saline que le groupement 
carboxyle du pyruvate établit avec la chaîne latérale de Arg 171. 

Le bilan global de la glycolyse anaérobie dans le muscle peut 
s'écrire : 

Glucose + 2ADP + 2P, — 2lactate + 2ATP + 2H,0 + 2H° 


La plus grande partie du lactate, produit final de la glycolyse 
anaérobie, est exportée de la cellule musculaire et transportée par 
le sang jusqu'au foie, où il est reconverti en glucose (Section 23- 
IC). 

Contrairement à une idée largement répandue, ce n'est pas 
l'accumulation du lactate dans le muscle, en soi, qui est la cause 
de fatigue et de douleurs musculaires, mais l'accumulation 
d'acide(s) résultant de la glycolyse (les muscles peuvent maintenir 
leur potentiel de travail en présence de concentrations élevées de 
lactate si le pH est maintenu constant). En fait, les chasseurs savent 
bien ane la viancdla d'un animal ni à coumi inenn' à énuicement 
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FIGURE 17-25 Les deux réactions de la fermentation alcoolique. (1) Décarboxylation du pyruvate pour 
donner de l'acétaldéhyde, suivie de (2) réduction de l'acétaldéhyde en éthanol par le NADH. 
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FIGURE 17-26 La thiamine pyrophosphate, Le noyau thiazolium constitue le groupement fonctionnel cata- 


lytiquement actif. 


avant d’être tué a un goût acide. Ceci est dû à l'accumulation 
d'acide lactique dans les muscles. 


B. Fermentation alcoolique 


Dans la levure en anaérobiose, le NAD* est recyclé par un proces- 
sus utilisé par l'homme depuis des milliers d'années : la transfor- 
mation du pyruvate en éthanol et CO. L'éthanol est, bien sûr, le 
composant déterminant des vins et alcools ; le CO, formé fait lever 
le pain. Cependant, la fermentation alcoolique offre à la levure un 
avantage sur la fermentation homolactique : l'éthanol est pour elle 
une sorte d'antibiotique qui élimine les organismes compétiteurs 
éventuels. En effet, la levure peut se développer à des concentra- 
tions en éthanol > 12 % (2,5M), alors que peu d'organismes survi- 
vent dans >5 % d'éthanol (celui-ci est d’ailleurs un antiseptique 
d'usage courant). 


a. La TPP est un cofacteur indispensable à la pyruvate 

décarboxylase 

La levure produit de l'éthanol et du CO, en deux réactions suc- 
cessives (Fig. 17-25). La première réaction est une décarboxylu- 
tion du pyruvate pour donner de l'acétaldéhyde et du CO,, cataly- 
sée par la pyruvate décarboxylase (PDC, une enzyme que l'on 
ne trouve pas dans le règne animal). La PDC contient le coenzyme 
thiamine pyrophosphate [TPP: Fig. 17-26, appelé aussi thia- 
mine diphosphate (ThDP)] auquel elle est liée fortement mais 
sans faire intervenir de liaison covalente. Le coenzyme est utilisé 
car la décarboxylation d'un acide &-cétonique tel que le pyruvaie 
nécessite la formation d'une charge négative sur l’atome de car- 
bone du carbonyle durant l'état de transition, une situation 
instable : 


A Î O=C=0 
OC, ,0 0 
LES DS 
R R 


Cet état de transition peut être stabilisé suite à la délocalisation de 
la charge négative naissante dans un «puits d'électron » ad hoc. 
Les résidus d'acides aminés des protéines ne jouent ce rôle que fai- 
blement alors que la TPP l'assure facilement. 

La partie réactive de la TPP est le noyau thiazolium (Fig. 17- 
26). L'hydrogène porté par son C2 est relativement acide en raison 
de la proximité de l'atome d'azote quaternaire chargé positive- 
ment, qui stabilise par interaction électrostatique le carbanion 
formé après dissociation du proton. Ce carbanion dipolaire (ou 
lure) est la forme active du coenzyme. Le mécanisme catalytique 
de la PDC est le suivant (Fig. 17-27). 


1" étape Attaque nucléophile, par la forme ylure de la TPP, 
du carbone du carbonyle du pyruvate pour former un adduit 
covalent. 

2° étape Départ du CO, pour former un adduit du carbanion 
stabilisé par résonance, dans lequel le noyau thiazolium du coen- 
zyme sert de puits d'électron. 

3° étape Protonation du carbanion. 

4° étape Départ de la TPP, forme ylure, pour donner l'acétal- 
déhyde et régénérer l'enzyme active. 

Ce mécanisme a été confirmé par l'isolement de l'intermédiaire 
hydroxyéthylthiamine pyrophosphate (Fig. 17-27), 

La structure par rayons X du complexe PDC-TPP (Fig. 17- 
28) obtenue par William Furey et Martin Sax permet de propo- 
ser un rôle au noyau aminopyridine de la TPP pour la formation 
de l'ylure actif. La formation de l'ylure nécessite une base pour 
enlever le proton du C2. Toutefois, la PDC ne présente pas de 
chaîne latérale basique en bonne position pour assurer ce rôle. 
Le groupement amine du noyau aminopyridine de la TPP liée à 
l'enzyme est en bonne position pour accepter ce proton mais son 
pK est trop bas pour qu'il le fasse avec efficacité et un de ses 
protons entrerait en collision stérique avec le proton du C2. On 
pense donc que l’aminopyridine passe sous sa forme imino tau- 
tomère à la surface de l’enzyme lors d’une réaction impliquant 
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FIGURE 17-27 Mécanisme réactionnel de la pyruvate décarboxylase. 
(1) Attaque nucléophile par la forme ylure de la TPP sur le carbone du 
carbonyle du pyruvate ; (2) départ de CO, pour donner un carbanion sta- 


FIGURE 17-28 Une partie de la structure par rayons-X de la pyru- 
vate décurboxylase de Saccharomyces uvarum (levure de boulangerie) 
complexte à son cofacteur, la TPP, Les sous-unités identiques (563 rési- 
dus) de l'enzyme forment un dimère très uni, deux dimères s'associant 
fniblement pour former un tétramère. La TPP et la chaîne latérale de Glu 
51 sont figurées en bâtonnets avec C en vert, N en bleu, O en rouge, S en 
rune, et P en orange. La TPP se lie dans une cavité située entre les deux 
sous-unités du dimère (bleu-vert et magenta) où elle forme des liaisons 
hydrogène avec Glu 51. [D'après une structure par rayons X due à 
William Purey et Martin Sax, Veterans Administration Medical Center 


bilisé par résonance ; (3) protonation du carbanion ; et (4) élimination de 
la TPP ylure et libération du produit. 


accepte un proton du C2, d'où formation de l'ylure, suivie de la 
tautomérisation en sens inverse pour redonner la forme amino. 
Les implications de l'atome Nl'et du groupement aminé en 4° 
de l’aminopyridine s'appuient sur des expériences qui montrent 
que des analogues de la TPP dépourvus de l'une ou l'autre de 
ces fonctions sont catalytiquement inactifs. Des expériences 
d'échange H/D suivies d'analyse par RMN du proton des pro- 
duits échangés montrent que, lorsque la TPP est liée à la PDC 
complexée à l'analogue du substrat la pyruvamide (CH,—CO— 
CO—NH;), sa vitesse d'échange pour former l'ylure actif est de 
loin supérieure (>6 x 102 s°l) à la vitesse catalytique de l'en- 
zyme (k., = 10 s°!). De plus, la mutation en Gin de Glu 51 de 
la PDC réduit à 1,7 s°! la vitesse d'échange H/D, ce qui plaide 
en faveur du rôle de Glu 51 comme donneur de proton au N1° 
du noyau aminopyridine de la TPP. 


b. Le béribéri est une maladie due à une déficience en 
thiamine 
La faculté du noyau thiazolium de la TPP de s'additionner à 
des groupements carbonyle et de jouer le rôle de « puits d'élec- 
tron » en fait le coenzyme le plus utilisé dans les décarboxylations 
d'acides a-cétoniques. La TPP est également impliquée dans des 
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FIGURE 17-29 Formation de La forme ylure active de la TPP dans la 
réaction de la pyruvate décarboxylase, Cette réaction requiert la parti- 
Cipation du noyau aminopyrimidine de la TPP et la catalyse générale 
acide par Glu S1. La forme prédominante du cofacteur de l'enzyme est 
l'imine, mais la vitesse de formation de l'ylure actif est grande comparée 
à celle de la catalyse par l'enzyme. 


d’autres voies métaboliques. Par conséquent la thiamine (vitamine 
B,), qui n'est ni synthétisée ni stockée en quantités significatives 
dans les tissus de la plupart des vertébrés, doit être fournie par 
leurs régimes alimentaires. Sa carence chez l'homme débouche sur 
un état fatal à terme, connu sous le nom de béribéri, caractérisé 
par des troubles neurologiques qui provoquent des douleurs, la 
paralysie et l'atrophie (amaigrissement) des membres et/ou une 
insuffisance cardiaque qui amène de l'œdème (accumulation de 
liquide dans les tissus et les cavités du corps). Le béribéri était par- 
ticulièrement répandu chez les populations des régions consom- 
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céréale de base afin d'enlever son enveloppe rugueuse mais qui 
contient la thiamine, Le béribéri apparaît fréquemment chez les 
alcooliques chroniques qui ont tendance à boire plutôt qu'à man- 
ger. 


c. Réduction de l’acétaldéhyde et régénération du NAD* 

L'acétaldéhyde formé par décarboxylation du pyruvate est 
réduit en éthanol par le NADH dans une réaction catalysée par 
l'alcool déshydrogénase (ADH). Chaque sous-unité de l'ADH 
tétramérique de levure (YADH ; Y comme yeast, levure en anglais) 
fixe un ion Zn°*, Cet ion assure la polarisation du groupement car- 
bonyle de l'acétaldéhyde (Fig. 17-30) afin de stabiliser la charge 
négative qui se forme dans l’état de transition de la réaction (le rôle 
des ions métalliques dans les réactions enzymatiques est étudié 
dans la Section 15-1C). Ceci facilite le transfert de l'hydrogène 
pro-R du NADH (le même atome que celui transféré par la LDH) 
au côté re de l’acétaldéhyde, formant l'éthanol avec l'hydrogène 
transféré en position pro-R (Section 13-2A). 

Les fermentations homolactique et alcoolique jouent le même 
rôle : régénération en anaérobiose du NAD* pour que la glycolyse 
continue. Leur différence principale réside dans la nature des pro- 
duits métaboliques. 

L'ADH du foie de mammifère (LADH; L comme liver)) 
assure le métabolisme des alcools produits en anaérobiose par la 
flore intestinale ainsi que de ceux apportés par l'alimentation (le 
sens de la réaction catalysée par l'ADH varie en fonction des 
concentrations respectives en éthanol et en acétaldéhyde). Chaque 
sous-unité de cette enzyme dimérique fixe un NAD* et deux ions 
Zn°*, bien qu'un seul de ces ions participe directement à la cata- 
lyse. Il y a une similitude de séquence significative entre la YADH 
et la LADH, et il est donc couramment admis que les deux 
enzymes ont un mécanisme général commun. 


FIGURE 17-30 Le mécanisme réactionnel de l'alcool déshydrogénase 
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C. Energétique de la fermentation 


La thermodynamique nous permet d'appréhender le mécanisme de 
la fermentation selon les produits formés et de justifier les varia- 
tions d'énergie libre qui en résultent. Nous pouvons ainsi calculer 
l'efficacité avec laquelle l'énergie libre qui résulte de la dégrada- 
tion du glucose est utilisée dans la synthèse de l'ATP. La réaction 
globale de la fermentation homolactique est : 


Glucose — 2lactate + 2H* 
AG° = 196 kJ : mol”! de glucose 


(AG° est calculée d'après les valeurs du Tableau 3-4, en utilisant 
les équations [3.19] et [3.21] et compte tenu de la formation de 
2H*). La réaction globale de la fermentation alcoolique est : 


Glucose —> 2CO, + 2éthanol 
AG° = -235 kJ-mol ! de glucose 


Chacune de ces réactions est couplée à la formation nette de 2 ATP, 
ce qui nécessite un AG” = +61 kJ-mol-! (Tableau 16-3). En divi- 
sant la valeur de AG°’ qui accompagne la formation d'ATP par le 
AG° de la formation de lactate, on constate que la fermentation 
homolactique a un rendement de 31%; autrement dit, 31% de 
l'énergie libre libérée par ce mécanisme dans des conditions bio- 
chimiques standard est récupérée sous forme d'ATP. Le reste est 
dissipé sous forme de chaleur, rendant ainsi le processus irréver- 
sible. De même, la fermentation alcoolique a un rendement de 
26 % dans des conditions biochimiques standard. En fait, dans des 
conditions physiologiques, où les concentrations des molécules 
réagissantes et des produits diffèrent des conditions standard, ces 
réactions ont un rendement > 50%. 


La glycolyse permet la production rapide d’'ATP 

La fermentation anaérobie utilise le glucose de façon prodigue 
comparé aux phosphorylations oxydatives : la fermentation abou- 
tit à la synthèse de 2 ATP par glucose tandis que les phosphoryla- 
tions oxydatives fournissent 38 ATP par glucose (Chapitre 22). 
Ceci explique l'observation de Pasteur, selon laquelle les levures 
en anaérobiose consomment beaucoup plus de sucre qu'en aéro- 
biose (effet Pasteur ; Section 22-4C). Toutefois, /a vitesse de pro- 
duction de l'ATP par la glycolyse en anaérobiose peut être 100 
fois supérieure à ce qu'elle est avec les phosphorylations oxyda- 
tives. Par conséquent, quand des tissus comme le muscle consom- 
ment de l'ATP rapidement, ils le régénèrent presque entièrement 
via la glycolyse anaérobie, (La fermentation homolactique ne 
« gaspille » pas vraiment le glucose puisque le lactate produit est 
reconverti en glucose par le foie dans des conditions aérobies ; 
Section 23-1C). 

Les muscles squelettiques sont formés de deux types de fibres : 
fibres à vitesse de contraction lente ou fibres lentes (Type 1) et 
fibres à vitesse de contraction rapide ou fibres rapides (Type IT). 
Les fibres rapides, appelées ainsi car elles prédominent dans les 
muscles pouvant produire rapidement une activité intense, sont 
pratiquement dépourvues de mitochondries, si bien qu'elles doi- 
vent former presque tout leur ATP via la glycolyse anaérobie, voie 
prépondérante dans ces fibres. Au contraire, les muscles conçus 
pour se contracter lentement et régulièrement sont particulière- 
ment denses en fibres lentes riches en mitochondries et qui fabri- 
quent la plupart de leur ATP via les phosphorylations oxydatives. 
(Les fibres rapides et les fibres lentes étaient connues autrefois res- 


pectivement sous le nom de fibres blanches et fibres rouges car le 
tissu musculaire, normalement de couleur pâle, prend une couleur 
rouge lorsqu'il est riche en mitochondries, couleur caractéristique 
des cytochromes qui contiennent le noyau hème. Toutefois, il s'est 
avéré que la couleur de la fibre est un critère insuffisant pour pré- 
ciser la physiologie du muscle.) 

Prenons un exemple familier, celui des muscles des ailes d'oi- 
seaux migrateurs tels que les canards et les oies, qui ont un besoin 
d'énergie continu ; ces muscles sont riches en fibres lentes et par 
conséquent la couleur de la chair de poitrine de ces oiseaux est 
foncée. À l'inverse, les muscles alaires d'oiseaux moins ambitieux 
comme les poules et les dindes, qui ne sont utilisés que durant de 
courts instants (souvent pour échapper à un danger), présentent 
essentiellement des fibres à contraction rapide, d'où la blancheur 
de leur chair. Chez l'homme, les muscles des sprinters sont relati- 
vement riches en fibres rapides, tandis que les coureurs de fond ont 
une proportion plus importante de fibres lentes (bien que leurs 
muscles aient la même couleur). Les coureurs de fond de classe 
mondiale ont une aptitude tout à fait remarquable pour régénérer 
l'ATP en aérobie. Ceci a été démontré en suivant, par RMN du “'P. 
les teneurs en ATP, P, et phosphocréatine, et la variation du pH des 
muscles des avants-bras en activité, quoique non entrainés. Ces 
observations laissent penser que les muscles de ces athlètes sont 
mieux dotés, génétiquement parlant, pour réaliser des efforts d'en- 
durance que ne le sont les muscles d'individus « normaux ». 


4 M RÉGULATION MÉTABOLIQUE ET 
CONTRÔLE MÉTABOLIQUE 


Les organismes vivants, comme déjà vu dans la Section 16-6, sont 
des systèmes ouverts thermodynamiquement parlant, qui ont ten- 
dance à rester en état stationnaire plutôt que d'atteindre un équi- 
libre (la mort pour les organismes vivants). Ainsi, le flux (vitesse 
d'écoulement) des métabolites dans une voie métabolique est 
constant ; autrement dit, les vitesses de synthèse et de dégradation 
de chaque intermédiaire de la voie le maintiennent à concentra- 
tion constante, Un tel état, rappelons-le, correspond à une effica- 
cité thermodynamique maximum (Section 16-6B). La régulation 
de l'état stationnaire (l homéostasie) doit être maintenue malgré 
les changements de flux dans la voie métabolique qui surviennent 
en réponse aux modifications de la demande. 

Les termes contrôle métabolique et régulation métabolique 
sont souvent considérés comme équivalents. Cependant, nous leur 
donnerons ici des définitions différentes. La régulation métabo- 
lique est le processus qui maintient un flux stationnaire de méta- 
bolites dans la voie métabolique : le contrôle métabolique est 
celui qui s'exerce sur les enzymes de la voie en réponse aux 
signaux extérieurs en vue de modifier ce flux. 


A. Homéostasie et contrôle métabolique 


Il y a deux raisons pour lesquelles le flux métabolique doit être 
contrôlé : 

L Fournir les produits à la vitesse nécessaire, à savoir équili- 
brer l'offre et la demande. 

IL. Maintenir dans des limites étroites, au sein de la voie méta- 
bolique, les concentrations des métabolites à l'état stationnaire 
(homéostasie). 
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Les organismes maintiennent leur homéostasie pour plusieurs rai- 
sons : 


1. Dans un système ouvert, comme le métabolisme, l'état sta- 
tionnaire est celui d'efficacité thermodynamique maximum (Sec- 
tion 16-5B). 


2. De nombreux métabolites participent à plus d'une voie, et 
donc toute modification de leur concentration peut perturber un 
équilibre délicat. 

3. La vitesse de réponse d'une voie métabolique à un signal de 
contrôle sera plus lente si des changements importants dans la 
concentration des métabolites sont impliqués. 


4. D'importantes variations dans la concentration des métabo- 
lites peut affecter gravement les propriétés osmotiques des cel- 
lules. 


Les concentrations en intermédiaires et le niveau du flux méta- 
bolique auquel chaque voie est maintenue varient selon les besoins 
de l'organisme grâce à des systèmes de contrôle extrêmement sen- 
sibles et précis. De telles voies sont comparables à des rivières sur 
lesquelles on a construit des barrages afin de fournir de l'électri- 
cité. Bien que l'eau coule continuellement dans le lac et hors du 
lac formé par le barrage, le niveau d'eau est maintenu relativement 
constant, La vitesse d'écoulement de l'eau hors du lac est contrô- 
lée de façon précise au niveau du barrage et est modulée en fonc- 
tion des besoins en puissance électrique. Dans cette section, nous 
examinerons les mécanismes par lesquels les voies métaboliques 
en général et la glycolyse en particulier, sont contrôlées en fonc- 
tion des besoins en énergie biologique. 


B. Le flux métabolique 


Puisqu'une voie métabolique est une suite de réactions enzyma- 
tiques, il est plus facile de décrire le flux des métabolites dans une 
voie en envisageant chacune des réactions individuelles. Le flux 
des métabolites, J, de chaque étape réactionnelle est égal à la 
valeur de la vitesse de la réaction dans le sens direct de la voie, v, 
moins la valeur de la vitesse de la réaction en sens inverse, v, : 

J=v,-v, [17.1] 
À l'équilibre, par définition, il n'y a pas de flux (/ = 0) même 
si v,; et v, peuvent être très importants. À l'inverse, lorsque des 
réactions sont très éloignées de l'équilibre, v, >> v,, si bien que 
le flux est pratiquement égal à la vitesse de la réaction dans le 
sens de la voie, J = v, Le flux d'un bout à l'autre d'une voie 
métabolique en état stationnaire est constant et déterminé 
(établi) par la (les) étape(s) à vitesse limitante de la voie. En 
conséquence, le contrôle du flux tout au long d'une voie méta- 
bolique nécessite : (1) que le flux de cette étape qui détermine 
le flux varie selon les besoins métaboliques de l'organisme, et 
{2) que cette variation soit transmise à l'ensemble de la voie 
pour maintenir l'état stationnaire. 

Dans la description classique du contrôle métabolique et de la 
régulation métabolique, chaque voie métabolique a une étape limi- 
tante et est régulée par le contrôle de la vitesse de l'enzyme-clé 
correspondante. Ces enzymes, dites régulatrices, sont pratique- 
ment toujours des enzymes allostériques soumises à un rétrocon- 


trôle négatif (Section 13-4) et souvent contrôlées par modification 
covalente (voir Section 18-3). 

Plusieurs questions se posent. Ces enzymes régulatrices sont- 
elles réellement limitantes pour la voie? N'y-at-il vraiment 
qu'une étape limitante ou plusieurs enzymes ne pourraient-elles 
pas contribuer à réguler la voie? Le contrôle de ces enzymes 
contrôle-t-il bien le flux des métabolites ou est-ce au rétrocontrôle 
inhibiteur de maintenir l'état stationnaire ? Les réponses à ces 
questions compliquées sont elles-mêmes complexes. 


C. Analyse du contrôle métabolique 


Alors qu'il était courant d'admettre que chaque voie métabolique 
contient une étape limitante, des données expérimentales suggè- 
rent que la situation se complique lorsque ces voies se combi- 
nent dans un organisme vivant. D'où l'importance de mettre au 
point des méthodes d'analyse quantitative des systèmes métabo- 
liques afin d'en élucider les mécanismes de contrôle et de régu- 
lation. Un cadre de référence pour aborder ces problèmes est 
l'analyse du contrôle métabolique, élaborée par Henrik Kacser 
et Jim Burns, et, indépendamment par Reiïnhart Heinrich et Tom 
Rapoport. Il s’agit d'une description quantitative du comporte- 
ment des systèmes métaboliques en réponse à différentes pertur- 
bations, 


a. Le coefficient de contrôle de flux est une mesure de la 
sensibilité du flux aux changements de concentration en 
enzyme 
L'analyse du contrôle métabolique ne postule pas a priori qu'il 

n'y a qu'une étape limitante. Elle définit un coefficient de 
contrôle de flux, C’ (où J est un index, pas un exposant), qui 
donne une mesure de la sensibilité du flux aux changements de 
concentration en enzyme. C” est défini comme la variation frac- 
tionnaire du Aux, /, en fonction de la variation fractionnaire de la 
concentration en enzyme, [E] : 


D Le "D 
CREME)  oiM(E) AEME) (7 
(se rappeler que 8 x/x = 6 In x ). 

Le coefficient de contrôle de flux est analogue à l'ordre ciné- 
tique d'une réaction. Si la réaction est d'ordre un par rapport à la 
concentration en substrat, {S], doubler [S] doublera la vitesse de la 
réaction, alors que si la réaction est d'ordre zéro par rapport à [S] 
(p. ex. dans une réaction enzymatique saturée), la vitesse de réac- 
tion sera insensible à la valeur de [S]. De même, si le coefficient 
de contrôle de flux d'une enzyme est 1, doubler la concentration 
en enzyme, [E], doublera le flux dans la voie, alors que s'il est zéro 
le flux sera insensible à la valeur de [E]. Bien sûr, la valeur du 
coefficient de contrôle de flux peut être comprise entre 0 et 1. Par 
exemple, si une augmentation de 10% de la concentration en 
enzyme n'’augmente le flux que de 7,5 %, le coefficient de contrôle 
de flux sera 0,075/0,10 = 0,75. 

Le flux dans une voie métabolique peut évidemment être 
contrôlé par plus d'une enzyme. Dans ce cas, le coefficient de 
contrôle de flux pour chaque enzyme impliquée est la fraction du 
contrôle global exercée par cette enzyme. Ainsi, la somme de tous 
les coefficients de contrôle de flux impliqués dans le contrôle d'une 
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voie métabolique doit être égale à 1. On parle du théorème d’ad- 
ditivité du contrôle métabolique. 


b. La technologie de l'ADN recombinant a été utilisée 

pour mesurer les coefficients de contrôle de flux 

Le coefficient de contrôle de flux est une variable qui a été 
déterminée expérimentalement in vivo pour plusieurs enzymes 
dont on pensait qu'elles catalysent des réactions à vitesse limitante 
dans leur voie métabolique. Par exemple, la citrate synthase (Sec- 
tions 21-1A et 21-3A), une enzyme du cycle de l'acide citrique, 
catalyse une réaction irréversible (AG° = -31.5 kJ:mol-! ) et a 
donc été longtemps prise pour une des enzymes qui contrôlent le 
flux dans le cycle de l'acide citrique (Section 21-4). Daniel Kosh- 
land put déterminer comment l'activité de la citrate synthase 
influence le flux dans le cycle de l'acide citrique en recourant à des 
techniques de génie génétique qui lui permettaient de contrôler la 
concentration de cette enzyme in vivo. Il construisit un plasmide 
(Fig. 17-31) contenant trois gènes : celui de la citrate synthase sous 
le contrôle (directement en aval) d'un promoteur lac modifié, le 
gène fact, qui code le répresseur lac (en l'absence d'inducteur, le 
répresseur lac se lie au promoteur lac et empêche ainsi l'ARN 
polymérase de transcrire les gènes contrôlés par ce promoteur ; 
Section 5-4A), et le gène amp”, qui confère la résistance à l’am- 
picilline, un antibiotique. Ce plasmide fut introduit dans un mutant 
d'E. coli dépourvu du gène de la citrate synthase et sensible à 
l'ampicilline. Ces bactéries furent cultivées en présence d’ampi- 
cilline (de façon à tuer les cellules n'ayant pas capté le plasmide) 


expression 


FIGURE 17-31 Schéma du plasmide construit pour contrôler la 
quantité de citrate synthase produite par E. coli. Le gène laci code le 
répresseur lac, qui se lie au promoteur lac. Ceci empêche la transcription 
du gène juste en aval, qui code la citrate synthase, Moyennant liaison de 
V'IPTO, le répresseur lac quitte le promoteur lac, ce qui permet l'expres- 
sion de lt citrate synthase. C'est ainsi que la concentration en IPTG, 
inducteur non métabolisable, contrôle le niveau d'expression de la citrate 
synthase. Le gène amp code une protéine conférant la résistance à l'am- 
picilline, un antibiotique qui tue les Æ. coli normaux. Ainsi, en présence 
Marne tlline seule lac FF Alf nl ont canté Le nlsemisls eurvivront. 


et de différentes concentrations d'isopropylthiogalactoside 
(IPTG), un inducteur non métabolisable de l'opéron lac (Sec- 
tion 5-5C), 

Dans ce système, la concentration de citrate synthase fut mesu- 
rée en fonction de l'[IPTG] et la vitesse de croissance d'E, coli fut 
mesurée en fonction de l'[IPTG] avec le glucose et/ou l'acétate 
comme seules sources de carbone. En présence d'acétate, les bac- 
téries tiraient du cycle de l'acide citrique la plus grande part de 
leur énergie métabolique et leur croissance était proportionnelle à 
la concentration de citrate synthase. Dans ce cas, le coefficient de 
contrôle de flux de l'enzyme tendait vers sa valeur maximale de 1 ; 
autrement dit, le flux dans le cycle de l'acide citrique était quasi 
entièrement contrôlé par l'activité de la citrate synthase, Par 
contre, lorsque le glucose était également disponible, les E. coli 
croissaient rapidement, même pour de faibles concentrations de 
citrate synthase, l'activité de cette dernière étant en fait sans 
influence sur la croissance. Ici, le coefficient de contrôle de flux 
tendait vers zéro, montrant que le flux dans le cycle de l'acide 
citrique était réduit au point que même de basses concentrations de 
citrate synthase étaient en excès catalytique (de toute évidence, en 
présence de glucose, le cycle de l'acide citrique ne joue qu'un rôle 
secondaire dans la production d'énergie et dans la biosynthèse 
chez E, coli). 


c. Les vitesses des réactions enzymatiques répondent aux 
variations de flux 
Voyons comment un flux constant est maintenu tout au long 
d'une voie métabolique, en étudiant la réponse d'une réaction 
enzymatique à un changement du flux de la réaction qui la précède. 
Dans la voie en état stationnaire suivante : 


S mime” À = B —+ p 


le flux, J, lors de la réaction À ——= B, qui doit être identique au 
flux de la (ou des) réaction(s) à vitesse limitante, est exprimé dans 
l'Eg. [17.1] (J = v,-— v,). Si le flux de la réaction limitante aug- 
mente d’une valeur AJ, cette augmentation doit être transmise à la 
réaction suivante par une augmentation de v, (Av,) afin de rétablir 
l'état stationnaire. D’un point de vue qualitatif, cette condition est 
remplie car une augmentation de J entraîne une augmentation de 
[A], ce qui entraîne une augmentation de v, La valeur de l'aug- 
mentation de [A] (A[A]) qui entraîne une augmentation de v, d'une 
valeur appropnée (Av,) est décrite comme suit : 

AJ = Av, [17.3] 
En divisant l'Ég. [17.3] par J, en multipliant l'expression de droite 
par v,/v, et après substitution dans l'Eq. [17.1], on obtient : 


[117.4] 


qui établit une relation entre A///, changement fractionnaire du 
flux lors de la (des) réaction(s) à vitesse limitante, et Av, / v, le 
changement fractionnaire de v,, vitesse dans le sens direct de la 
réaction suivante. 
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Dans la section 14-2A, nous avons étudié la relation entre la 
concentration en substrat et les vitesses d’une réaction enzyma- 
tique exprimée par l'équation de Michaelis-Menten : 


VhalA] 


ve Ku + (A) [14.24] 


Dans les conditions les plus simples et les plus courantes sur le 
plan physiologique, [A] << K;,, si bien que 


y, = VralA] (17.5) 
f Ky 
et 
Av, = Va A[A) (17.6) 
f FF 
d'où 
Vr [A] 


autrement dit, le changement fractionnaire de la vitesse de la réac- 
tion est égal au changement fractionnaire de la concentration en 
substrat. Ainsi, en substituant l'Eq. [17.7] dans l'Ég. [17.4], nous 
trouvons que : 


_ AA) _" 
[A] (v, — v,) 


pi L'< 
D 


[17.8] 


Cette équation établit une relation entre le changement fraction- 
naire du flux de la réaction à vitesse limitante d'une voie métabo- 
lique et le changement fractionnaire de la concentration en substrat 
nécessaire pour transmettre ce changement aux réactions sui- 
vantes. La valeur de v,{{v;- v,) est une mesure de la sensibilité du 
changement fractionnaire du flux d'une réaction à sa variation 
fractionnaire en concentration de substrat. Cette valeur donne 
aussi une indication sur la réversibilité de la réaction, à savoir, si 
elle est plus ou moins proche de l'équilibre : 


L. Pour une réaction irréversible, v, est proche de O (par rap- 
port à v,) et donc v,/(v;- v,) est proche de 1. Dans ce cas, une aug- 
mentation fractionnaire de la concentration en substrat de la réac- 
tion se traduit par une augmentation relative du flux pratiquement 
égale. 

2. Lorsqu'une réaction est proche de l'équilibre, v, est proche 
de v,et v,/(v,— v,) est proche de l'infini. La réponse de la réaction 
à une augmentation fractionnaire du flux demande par conséquent 
une augmentation fractionnaire de sa concentration en substrat 
beaucoup plus faible. 


En conséquence, la possibilité qu'a une réaction de transmettre un 
changement de flux augmente lorsque la réaction est proche de 
l'équilibre, Une série de réactions séquentielles qui sont toutes 
proches de l'équilibre ont par conséquent le même flux et main- 
tiennent à l'état stationnaire les concentrations en métabolites 
(homéostasie). 


d. Le coefficient d’élasticité donne une mesure de la 
sensibilité d’une réaction enzymatique au changement 
de concentration en substrat 
Le rapport v,/ (v;— v,), qui mesure de la sensibilité d'une réac- 

tion enzymatique au changement de concentration en substrat, est 

appelé, en analyse du contrôle métabolique, le coefficient d’élas- 
ticité, €. C'est la variation fractionnaire de la vitesse nette d’une 
réaction enzymatique, v, par rapport à la variation fractionnaire de 

la concentration en substrat, [A]: 


à Inv Vs 


Qu mme LE mme fu 


a[AV[A]  à1n{A] [17.9] 


V au" ;” 


(Lorsqu'on étudie une réaction enzymatique individuelle, de 
sorte que la variation fractionnaire de la vitesse nette de la réac- 
tion, Av/v, correspond à la variation fractionnaire du flux, A//, 
et que [A] << K,,, cette équation revient à l'Ég. [17.8].) La 
valeur du coefficient d'élasticité dépend des caractéristiques ciné- 
tiques de l’enzyme et de la proximité de l'équilibre pour le fonc- 
tionnement de l'enzyme. Comme mentionné plus haut, si une 
enzyme fonctionne loin de l'équilibre (v, >> v,), une variation de 
la concentration en substrat aura peu d'effet sur la vitesse nette 
de la réaction enzymatique (E sera proche de 1). Par contre, si 
l'enzyme fonctionne quasi à l'équilibre, de sorte que les vitesse 
de réaction dans le sens direct et le sens inverse sont beaucoup 
plus grandes que la vitesse nette globale, € sera proche de l'in- 
fini et une très petite modification de la concentration en sub- 
strat suffit pour s’ajuster à un nouveau flux. De hautes valeurs 
du coefficient d'élasticité sont donc propices au maintien de l'ho- 
méostasie. 


D. Analyse de l'offre et de la demande 


Les premières études sur le contrôle des voies métaboliques se 
concentraient sur des voies particulières, sans tenir compte de 
leur intégration dans les fonctions physiologiques. On pensait 
que le contrôle résidait dans la voie elle-même. Cependant, après 
surexpression dans des organismes vivants, par génie génétique, 
d'enzymes réputées limitantes dans une voie métabolique, on a 
dû constater qu'en augmentant jusqu'à 10 fois la concentration 
de l’enzyme on n’influençait pas le flux le long de la voie en 
question, Les coefficients de contrôle de flux des enzymes sur- 
exprimées étaient proches de zéro in vivo: ces enzymes étaient 
déjà en excès métabolique. Il fallait admettre un contrôle du flux 
exercé de l'extérieur. En effet, on se rend compte qu'il est impos- 
sible de séparer une voie métabolique du processus qui utilise 
le(s) produits(s) de cette voie (autrement dit, les organismes 
vivants doivent avoir réduit l’activité de ces enzymes à la mesure 
de leurs besoins métaboliques de manière à préserver leur 
homéostasie). 

Les voies de dégradation sont étroitement associées aux voies 
de biosynthèse qui utilisent leurs produits (Fig. 16-2). Ce proces- 
sus répond aux lois de l'offre et de la demande et l'offre aussi 
bien que la demande sont impliquées dans les deux défis du 
contrôle métabolique : le contrôle du flux et l’homéostasie. Jan- 
Hendrik Hofmeyr et Athel Comnish-Bowden ont eu recours à l’ana- 
lyse du contrôle métabolique pour étudier un tel système, groupant 
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en un ensemble toutes les voies de la demande et en un autre toutes 
les voies de l'offre. 


-  - 


Ici, X est le métabolite produit par le bloc «offre» en vue de 
son utilisation par le bloc «demande ». En ce qui concerne le 
bloc de l'offre, X est un produit et un rétro-inhibiteur, de sorte 
que la vitesse du flux dans le bloc de l'offre diminue lorsque la 
concentration de X augmente. Pour le bloc de la demande, X est 
un substrat, de sorte que, quand sa concentration augmente, la 
vitesse du flux dans le bloc de la demande augmente jusqu'à 
sa saturation. Quand le flux dans le bloc de l'offre est égal à 
celui dans le bloc de la demande, la concentration de X atteint 
l'état stationnaire, sa vitesse de production étant égale à celle de 
son utilisation. Cette vitesse définit le flux réel tout au long du 
système offre-demande et la concentration de X à l'état station- 
naire. 


a. La concentration des intermédiaires métaboliques à 
l’état stationnaire répond aux variations de l'offre et/ou 
de la demande 
La manière dont la concentration du métabolite X à l’état sta- 

tionnaire varie en réponse à tout changement de vitesse dans le 
bloc de l'offre ou celui de la demande, dépend uniquement des 
coefficients d'élasticité des deux blocs à l'état stationnaire. Soit 
une augmentation d'activité du bloc de la demande. Ceci conduira 
à une diminution de [X] et à une augmentation concomitante du 
flux à travers le bloc de l'offre puisque la rétro-inhibition diminue. 
Ce décalage se poursuivra jusqu'à égalisation des vitesses dans les 
deux blocs, le système atteignant un nouvel état stationnaire, avec 
une plus basse concentration de X et un flux global plus intense. 
Si l’activité du bloc de l'offre augmente, faisant augmenter [X], le 
bloc de la demande réagira en augmentant sa vitesse pour rétablir 
un nouvel état stationnaire à cette [X] plus élevée. La variation de 
concentration en X nécessaire au rétablissement de l'état station- 
naire sera d'autant plus faible que le coefficient d'élasticité du 
bloc réagissant est élevé. 

Reste la question de savoir si le contrôle est situé dans le 
bloc de l'offre ou celui de la demande. Il se trouve en fait dans 
le bloc dont le coefficient d'élasticité est le plus bas. Puisque 
c'est la variation de {[X] qui produit le réajustement de l'état sta- 
tionnaire et la modification du flux, le bloc qui donne la plus 
grande variation de [X] en réponse à une modification donnée 
de la vitesse est le bloc qui exerce le contrôle. La variation de 
flux pour une variation donnée de la vitesse dans un bloc est son 
coefficient de contrôle de flux , de sorte que le contrôle est 
exercé par le bloc qui a le coefficient de contrôle de flux le plus 
élevé et le coefficient d'élasticité le plus bas. Par exemple, si le 
bloc de l'offre a un coefficient d'élasticité très élevé et le bloc 
de la demande un coefficient d'élasticité très bas, il suffit d'une 
diminution de [X] minime, suite à une augmentation de la 
demande, pour modifier la vitesse de l'offre vers le nouvel état 
stationnaire. Cependant. en raison de la faible élasticité du bloc 


de la demande, il faudra une beaucoup plus forte augmentation 
de {[X], suite à l'augmentation de l'offre, pour produire dans le 
bloc de la demande l'augmentation de vitesse nécessaire pour 
atteindre le nouvel état stationnaire. Par conséquent, augmenter 
l'activité du bloc de la demande aura un effet beaucoup plus 
marqué sur le flux qu'augmenter l'activité du bloc de l'offre. 
Ainsi, dans ce cas, le flux est beaucoup plus sensible à des varia- 
tions de la demande que de l'offre, autrement dit le coefficient 
de contrôle de flux du bloc de la demande est beaucoup plus 
grand que celui du bloc de l'offre. 

Il existe une relation réciproque entre le coefficient de 
contrôle de flux et le coefficient d'élasticité. Plus l’un des deux 
est élevé, plus l'autre est bas. Le rapport des coefficients d'élas- 
ticité des blocs de l'offre et de la demande détermine la distri- 
bution du contrôle du flux entre offre et demande. Quand le rap- 
port du coefficient d'élasticité de l'offre sur celui de la demande 
est plus grand que 1, comme dans l'exemple choisi, le contrôle 
du flux est exercé par la « partie demande » de la voie métabo- 
lique, et vice-versa. 


b. Le coefficient d’élasticité décrit la régulation des 
concentrations des métabolites à l’état stationnaire 

En plus de contrôler le flux dans le système offre-demande, 
les concentrations des intermédiaires à l'état stationnaire sont 
elles-mêmes l'objet d'une régulation. Comme nous l'avons vu, 
plus le coefficient d'élasticité d'un bloc est élevé, moins grande 
doit être la variation de [X] nécessaire au rétablissement de l'état 
stationnaire et à la modification du flux, Il est très important que 
{X] varie ausi peu que possible tout en modifiant le flux et en 
maintenant l'état stationnaire, La régulation de l'homéostasie 
sera d'autant plus sensible que le coefficient d'élasticité est 
élevé. 

Le contrôle du flux exige un coefficient de contrôle de flux 
élevé, ce qui exige un coefficient d'élasticité bas. La régulation de 
l'homéostasie exige un coefficient d'élasticité élevé, ce qui exige 
un coefficient de contrôle de flux bas. Une grande différence dans 
les coefficients d'élasticité des blocs de l'offre et de la demande 
conduit donc au contrôle exclusif du flux par l'un ou l'autre des 
blocs. Les fonctions de contrôle du flux et de contrôle des concen- 
trations s'excluent mutuellement. Si le bloc de la demande 
contrôle le flux, la fonction du bloc de l'offre est de réguler l'ho- 
méostasie. 


c. La rétro-inhibition est requise pour l'homéostasie, mais 

pas pour le contrôle du flux 

Lorsque c'est le bloc de la demande qui contrôle le flux, une 
demande accrue conduit à une diminution de la concentration de 
X, ce qui lève la rétro-inhibition que X exerce sur le bloc de 
l'offre. On pourrait en conclure que la rétro-inhibition fait partie 
intégrante du processus de contrôle. Il n'en est rien : elle participe 
en fait au processus d'homéostasie. La rétro-inhibition détermine 
la fourchette de concentrations de X compatibles avec l'état sta- 
tionnaire. Sans rétro-inhibition, le bloc de l'offre est insensible à 
[X] dans cette fourchette, mais devient sensible lorsque [X] se rap- 
proche de l'équilibre, où le bloc de la demande pourrait alors 
contrôler le flux. Cependant, ceci exigerait que l'offre fournisse 
des concentrations si élevées de X et d'autres métabolites que 
l'équilibre osmotique serait dangereusement compromis. La rétro- 
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inhibition maintient l'homéostasie à des concentrations physiolo- 
giques en métabolites. 


E. Mécanismes de contrôle du flux 


a. Le flux le long d’une voie métabolique est contrôlé au 

niveau de sa (ses) réaction(s) à vitesse limitante 

Le flux métabolique tout au long de la voie est défini par sa 
(ses) réaction(s) à vitesse limitante qui, par définition, est (sont) 
beaucoup plus lente(s) que la (les) réaction(s) suivante(s), Le(s) 
produit(s) de la réaction limitante est (sont) enlevé(s) avant d'être 
à l'équilibre avec le substrat, si bien que la réaction à vitesse limi- 
tante est toujours très loin de l'équilibre, et présente une variation 
d'énergie libre importante et négative. Par analogie, la vitesse du 
courant d'une rivière ne peut être contrôlée qu'au niveau d’un bar- 
rage, qui provoque une différence des niveaux de l'eau entre le 
côté amont et le côté aval ; il y a aussi une forte variation d'éner- 
gie libre négative, qui, dans ce cas, provient de la pression hydro- 
statique. Cependant, comme nous venons de le voir, le coefficient 
d'élasticité, €, d’une réaction qui n'est pas à l'équilibre (v, >> v,) 
est proche de 1 ; autrement dit, sa concentration en substrat doit 
être doublée (en absence de tout autre moyen de contrôle) pour que 
le flux de la réaction soit doublé (Eg. [17.8]). Toutefois, certains 
flux de voies métaboliques varient de facteurs beaucoup plus 
grands, inexpliquables par des changements de concentration en 
substrat. Par exemple, on sait que les flux de la glycolyse peuvent 
varier d'un facteur 100 et plus, alors que des variations de concen- 
tration en substrat d'une telle ampleur sont inconnues. Par consé- 
quent, bien que des changements de concentration en substrat puis- 
sent produire un changement du flux de la réaction à vitesse 
limitante qui se transmet aux autres réactions de la voie (proche de 
l'équilibre ; v,= v,), il doit y avoir d'autres mécanismes qui contrô- 
lent le flux de la réaction à vitesse limitante. 

Le flux au niveau de la réaction à vitesse limitante peut être 
modifié par plusieurs mécanismes : 


1. Contrôle allostérique : Beaucoup d'enzymes sont régulées 
de manière allostérique (Section 13-4) par des effecteurs qui sont 
souvent substrats, produits ou cofacteurs dans la voie mais pas for- 
cément de l'enzyme en question (rétrocontrôle). La PFK, qui joue 
un rôle important dans le contrôle de la glycolyse, est une enzyme 
de ce type (Section 17-4F). 


2. Modification covalente (interconversion enzymatique) : 
Beaucoup d'enzymes qui contrôlent les flux de voies métaboliques 
présentent des sites spécifiques qui peuvent être phosphorylés et 
déphosphorylés par des enzymes sur des résidus Ser, Thr et/ou Tyr, 
ou qui peuvent être modifiés par covalence d'une autre manière. 
De tels systèmes de modification enzymatique, eux-mêmes soumis 
à contrôle, font varier de façon très importante les activités des 
enzymes modifiées. Ce mécanisme de contrôle du flux sera étudié 
dans la Section 18-3, 


3. Cycles de substrats : Si v, et v, dans l'Eq. [17.8] représen- 
tent les vitesses de deux réactions opposées en non-équilibre et 
catalysées par des enzymes différentes, v, et v, peuvent être modi- 
fiées de façon indépendante. Le flux d'un tel cycle de substrat, 
comme nous le verrons dans la section suivante. est plus sensible 


aux concentrations d'effecteurs allostériques que ne l'est le flux 
d’une simple réaction en non-équilibre. 

4, Contrôle génétique: Les concentrations en enzymes, et 
donc les activités enzymatiques, peuvent être modifiées au niveau 
de la synthèse protéique en réponse aux besoins métaboliques. Le 
contrôle génétique des concentrations en enzymes est un point 
capital de la partie V de ce traité. 


Les mécanismes 1 à 3 peuvent répondre rapidement (en quelques 
secondes ou minutes) à des stimuli externes et sont donc des méca- 
nismes de contrôle à «court terme». Le mécanisme 4 répond 
beaucoup plus lentement suite à des changements de conditions 
(de l'ordre de quelques heures à quelques jours chez les orga- 
nismes supérieurs) et est par conséquent un mécanisme de contrôle 
à « long terme ». 


F. Régulation de la glycolyse dans le muscle 


L'élucidation des mécanismes qui contrôlent le flux d'une voie 
métabolique donnée nécessite que soient connues les enzymes 
régulatrices de la voie qui contrôlent les réactions à vitesse limi- 
tante, ainsi que les effecteurs (ou régulateurs) de ces enzymes 
et leur(s) mécanisme(s) de contrôle. On peut alors formuler 
une hypothèse vérifiable in vivo. Une méthode classique pour 
déterminer les mécanismes de régulation fait intervenir trois 
étapes. 

L. Identification de la (des) réaction(s) à vitesse limitante de la 
voie. Un des moyens pour ce faire est de mesurer les AG in vivo 
de toutes les réactions de la voie afin de déterminer leur proximité 
vis-à-vis de l'équilibre. Celles qui sont loin de l'équilibre sont des 
points de contrôle potentiels ; les enzymes qui les catalysent peu- 
vent être régulées par un (ou plusieurs) des mécanismes énumérés 
ci-dessus. Un autre moyen pour déterminer les réactions à vitesse 
limitante d'une voie, consiste à mesurer l'effet d’un inhibiteur 
connu sur une étape réactionnelle spécifique et sur le flux de la 
voie entière. Le rapport du changement fractionnaire de l’activité 
de l’enzyme inhibée sur le changement fractionnaire du flux total 
(coefficient de contrôle de flux) variera d’une valeur comprise 
entre 0 et 1. Plus ce rapport est proche de 1, plus l’enzyme spéci- 
fique contrôle le flux total de la voie. 

2. Identification in vitro d'effecteurs allostériques d’enzymes 
catalysant les réactions à vitesse limitante. Les mécanismes mis en 
jeu par ces composés sont déduits de leurs effets sur la cinétique 
enzymatique. De cette information, on peut formuler un modèle 
des mécanismes de contrôle allostérique de la voie. 

3. Mesure des concentrations in vivo des régulateurs présumés 
dans différentes conditions, afin de vérifier si ces changements de 
concentrations sont compatibles avec le mécanisme de contrôle 


proposé. 


a. Variations d'énergie libre dans les réactions de la 
glycolyse 
Examinons la thermodynamique de la glycolyse afin de com- 
prendre les mécanismes de sa régulation. Cet examen doit être fait 
indépendamment pour chaque type de tissu car des tissus différents 
contrôlent la elvcolvse différemment. Nous nous limiterons au 
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TABLEAU 17-1 Variations d'énergie libre standard (AG *’) et variations d'énergie libre physio- 
logique (AG) des réactions de la glycolyse dans le muscle cardiaque* 


Réaction Enzyme 


GAPDH + PGK 
PGM 

Enolase 

PK 


Lea) 

s 4 

ee © ©œ Un & D 1 — 
4 


AG°' (kJ : mol”!) AG (kJ + mol”!) 
—20,9 212 
+22 —1,4 
—17,2 —259 
+228 5,9 
+7,9 Negative 
—16,7 — 1,1 
+47 —06 
32 —24 
-23,0 13,9 


*Calculées d'après des données dans Newsholme, E.A. et Start, C., Regulation in Metabolism, p. 97, Wiley 


(1973). 


tissu musculaire. En premier lieu, nous déterminerons les points de 
regulation possibles par l'identification des réactions en non-équi- 
libre (iméversibles) de la glycolyse. Le Tableau 17-1 donne les 
variations d'énergie libre standard (AG°) et les véritables varia- 
tions d'énergie libre dans des conditions physiologiques (AG) de 
Chacune des réactions de la glycolyse. Il est important de remar- 
quer que les variations d'énergie libre qui accompagnent les réac- 
tions dans des conditions standard sont parfois très différentes de 
celles mésurées dans des conditions physiologiques. Par exemple, 
le AG” de l'aldolase est de +22,8 kJ:mol'!, alors que dans des 
conditions physiologiques dans le muscle cardiaque, il est proche 
de zéro, ce qui signifie que l'activité de l’aldolase in vivo est suf- 
fisante pour que s'établisse l'équilibre entre substrats et produits 
de la réaction. On peut faire la même remarque à propos de la suite 
des réactions catalysées par la GAPDH + la PGK. Néanmoins, 
dans une voie à l'état stationnaire, toutes les réactions doivent 
avoir un AG < 0, car si AG > 0 pour une des réactions, son flux 
s'inverserait. 

Dans la voie glycolytique, seules trois réactions, celles cataly- 
sées par l'hexokinase (HK), la phosphofructokinase (PFK) et la 
pyruvate Kinase(PK), s'accompagnent de variations d'énergie 
libre négatives importantes dans le muscle cardiaque dans des 
conditions physiologiques (Tableau 17-1). Ces réactions irréver- 
sibles de la glycolyse sont des points de contrôle potentiels du flux. 
Les autres réactions de la glycolyse sont proches de l'équilibre : 


TABLEAU 17-2 Quelques effecteurs des enzymes 


en non-équilibre de la glycose 

Enzyme inhibiteurs Activateurs* 

HK G6P - 

PFK ATP, citrate, PEP ADP, AMP, AMPc, FBP, 


F2,6P, F6P, NH/, P, 
PK (muséle) ATP AMP, PEP, FBP 


Les sctivateurs de la PFK sont plutôt des antagonistes de l'ATP car ils inver- 
nt l'effet des concentrations inhibitrices de l'ATP 


leurs vitesses en sens direct et en sens inverse sont beaucoup plus 
rapides que le flux réel de la voie (bien que leurs vitesses en sens 
direct doivent être ne füt-ce que légèrement plus grandes qu'en 
sens inverse). Par conséquent, ces réactions proches de l'équilibre 
sont très sensibles aux changements de concentration des intermé- 
diaires de la voie et transmettent rapidement au reste de la voie tout 
changement de flux intervenu au niveau de la (des) réaction(s) à 
vitesse limitante, ce qui assure le maintien de l'état stationnaire. 


b. La phosphofructokinase est la principale enzyme qui 
régule le flux glycolytique dans le muscle 

Des études in vitro des cinétiques de l'HK, de la PFK et de la 
PK montrent que chacune de ces enzymes est contrôlée par plu- 
sieurs composés, dont certains sont énumérés dans le 
Tableau 17-2. Toutefois, lorsque l'origine du G6P pour la glyco- 
lyse est le glycogène plutôt que le glucose, ce qui est souvent le 
cas dans le muscle squelettique (Section 18-1), la réaction cataly- 
sée par l'hexokinase n'intervient pas. La PFK, enzyme à régula- 
tion complexe qui catalyse une réaction loin de l'équilibre, est de 
toute évidence le point de contrôle principal de la glycolyse du 
muscle dans la plupart des conditions. 

La PFK (Fig. 17-324) est une enzyme tétramérique à deux états 
conformationnels, R et T, en équilibre. L'ATP est à la fois substrat 
et effecteur allostérique négatif de la PFK. Chaque sous-unité pré- 
sente deux sites de liaison pour l'ATP : un site pour le substrat et 
un site régulateur (inhibiteur). Le site du substrat fixe l'ATP quelle 
que soit la conformation, tandis que le site régulateur ne fixe l'ATP 
que si l'enzyme se trouve en état T. L'autre substrat de la PFK, le 
F6P, se lie préférentiellement à l'état R. Par conséquent, à fortes 
concentrations, l'ATP se comporte comme un effecteur allosté- 
rique négatif hétérotrope de la PFK en se fixant à l’état T, dépla- 
çant ainsi l'équilibre T === R vers l'état T, ce qui diminue l’affi- 
nité de la PFK pour le F6P (tout comme le 2,3-BPG diminue 
l'affinité de l’hémoglobine pour l'oxygène ; Section 10-2F), En 
représentation graphique, pour de fortes concentrations en ATP, la 
courbe hyperbolique (absence d'effet coopératif) obtenue en por- 
tant l'activité de PFK en fonction de [F6P1 est remplacée par une 
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fa) FIGURE 17-32 Structure par rayons X de la PFK. (a) Représen- 
tation en ruban montrant deux sous-unités de la protéine tétramé- 
rique d'E. coli (reliées par un axe d'ordre deux perpendiculaire au 
plan de la figure et passant en son centre) avec les hélices en rose, 
les segments B en gris, et les autres segments en blanc. Chacune des 
sous-unités de la protéine est associée à ses substrats, le F6P (près 
du centre de chaque sous-unité) et V'ATPMg* (en bas à droite et en 
haut à gauche : les boules vertes représentent Mg"), ainsi qu'à l'ac- 
tivateur ADPM£g?* (en haut à droite et en bas à gauche, à l'arrière- 
plan). [Avec la permission de Phillip Evans, Cambridge University, 
U.K. PDBid 1PFK.] (b) Superposition des segments de l'enzyme à 
l'état T (bleu) et à l'état R (rouge) qui subissent un réarrangement 
conformationnel important lors de La transition allostérique TR 
(indiquée par des flèches). Les résidus de la structure de l'enzyme à 
l'état R sont indiqués par le symbole ”, Les ligands liés sont égale- 
ment montrés : le 2-phosphoglycolate, inhibiteur non physiologique 
(PGC, analogue du PEP) pour l'état T, ainsi que le substrat coopéra- 
tif F6P et l'activateur ADP pour l'état R. [D'après Schirmer, T. et 
Evans, PR., Nature, 343, 142 (1990). PDBid 4PFK et 6PFK..] 


(b) 


60 


PGC 54 


courbe sigmoïde (effet coopératif) caractéristique des enzymes activité maximum, mais en présence d'ATP ImAf, l'activité tombe 
allostériques (Fig. 17-33; les effets coopératifs et non coopératifs à 15% de l'activité initiale (soit une diminution d'environ 7 fois). 
sont étudiés dans la Section 10-1B). Par exemple, si [F6P] = [En fait, l’effecteur allostérique le plus puissant de la PFK est le 


Section 17-4. Régulation métabolique et contrôle métabolique 615 


Pas d'hinibiteurs ([ATPJbasse) 


Activité de la PFK 


0 1,0 2,0 
[Fructose-6-phosphate] mM 
FIGURE 17-33 Activité de la PFK en fonction de La concentration en 
F6P, Les différentes conditions sont : bleu, pas d'inhibiteur ([ATP] est 
faible, non inhibitrice) ; vert, [ATP] 1 mAf (inhibitrice) ; et rouge, [ATP] 1 
mM + [AMP] 0,1 mM. [D'après des résultats de Mansour, T.E. et Ahl- 
fors, C.E.. J.Biol. Chem. 243, 2523-2533, (1968).] 


F2,6P dans la régulation de l'activité de la PFK quand nous étu- 
dierons le mécanisme responsable du maintien de la glycémie par 
le foie (Section 18-3F).] 


c. Base structurale du changement d’affinité de la PFK 

pour le F6P après transition allostérique 

Les structures par rayons X de la PFK de plusieurs organismes 
ont été obtenues, aussi bien en état R qu'en état T, par Phillip 
Evans. L'état R est stabilisé de façon homotrope par la liaison de 
son substrat, le fructose-6-phosphate (F6P). Lorsque la PFK de 
Bacillus stearothermophilus est dans l’état R, la chaîne latérale 
d'Arg 162 forme un pont salin avec le groupement phosphoryle 
d'un F6P lié au site actif d'une autre sous-unité (Fig. 17-32b). 
Cependant, l'Arg 162 se trouve à l'extrémité d'une spire hélicoï- 
dale qui se déroule lors de la transition vers l’état T. La chaîne laté- 
rale positivement chargée de Arg 162 va alors s'éloigner pour être 
remplacée par la chaîne latérale chargée négativement de Glu 161. 
En conséquence, le groupement phosphoryle du F6P porteur de 
deux charges négatives présente une affinité fortement diminuée 
pour l'enzyme en état T, Le déroulement de cette spire, obligatoire 
pour la transition R — T, n'est pas possible lorsque l'ADP activa- 
teur est lié à son site effecteur sur la PFK en état R, et est facilité 
par la liaison de l'ATP à ce site effecteur sur la PFK en état T. Bien 
entendu, le même changement conformationnel est tout aussi res- 
ponsable des effets allostériques homotropes qu'hétérotropes de la 
PFK. 


d. L'AMP s'oppose à l’inhibition de la PFK par l'ATP 

Le contrôle allostérique direct de la PFK par l'ATP peut sem- 
bler, à première vue, le moyen de régulation du flux glycolytique. 
En effet, quand [ATP] est élevée, suite à une faible demande méta- 
bolique, la PFK est inhibée et le flux de la glycolyse est faible : 
inversement, quand [ATP] est basse, le flux de la glycolyse est 
élevé et l'ATP est synthétisé pour réapprovisionner le stock. 
L'étude de la variation physiologique de la concentration en ATP 
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métabolique de la glycolyse peut varier d'un facteur 100 ou plus, 
selon la demande métabolique en ATP. Cependant, des mesures de 
[ATP] in vivo à des degrés variés d'activité métabolique montrent 
que [ATP] varie de moins de 10% entre le repos et l'activité 
intense. Or, on ne connaît pas de mécanisme allostérique pouvant 
rendre compte d'un changement de 100 fois du flux d'une réaction 
en non-équilibre alors que la concentration de l'effecteur ne varie 
que de 10%. Ainsi, d'autre(s) mécanisme(s) doit(vent) être impli- 
qué(s) dans le contrôle du flux de la glycolyse. 

L'inhibition de la PFK par l'ATP est levée par l'AMP. Ceci 
parce que l'AMP se lie préférentiellement à la PFK à l'état R. Si 
à une solution de PFK contenant de l'ATP 1mM et du F6P 0,5 mM 
on ajoute de l'AMP 0,1mf, l'activité de la PFK passe de 10% à 
50 % de son activité maximum, soit une augmentation d'un facteur 
cinq (Fig. 17-33). 

La concentration en ATP ne diminue que de 10% lorsqu'on 
passe d'un état de repos à un état de forte activité car de l'ATP est 
régénéré sous l'action de deux enzymes : la créatine kinase (Sec- 
tion 16-4C) et, d'importance toute particulière dans ce cas, l'adé- 
nylate kinase (AK ; connue également sous le nom de myoki- 
nase). L'adénylate kinase catalyse la réaction : 


[ATP][AMP] 


2ADP =— ATP + AMP = 
{ADP} 

qui assure l'équilibre entre l'ADP formé à pantir de l'ATP hydro- 

lysé dans le muscle, et l'ATP et l'AMP. 

Dans le muscle, [ATP] est égale à -50 fois [AMP] et -10 fois 
{ADP} si bien que, grâce à la réaction catalysée par l'adénylate 
kinase, une baisse de 10% de [ATP] multipliera par un facteur 
> 4 la [AMP] (voir Problème 11 dans ce Chapitre). Par consé- 
quent, un signal métabolique consistant en une diminution de 
[ATP] insufisante pour lever l'inhibition de la PFK est amplifié 
significativement par la réaction de l'adénylate kinase, qui aug- 
mente la [AMP] d'une quantité suffisante pour permettre une aug- 
mentation beaucoup plus importante de l'activité de la PFK. 


e. Les mouvements internes de l'adénylate kinase jouent 

le rôle de contrepoids énergétique à la liaison du 

substrat 

Comme les autres kinases, l'adénylate kinase doit être spéci- 
fique pour éviter les réactions indésirables de transfert de groupe- 
ments phosphoryle telles que l'hydrolyse. Cependant, une fois la 
réaction terminée, les produits fermement liés doivent être libérés 
rapidement pour maintenir l'efficacité catalytique de l'enzyme. 
Pour des kinases comme l'hexokinase et la phosphoglycérate 
kinase, ceci implique la fermeture de « mâchoires » sur le substrat 
lié, qui s'ouvrent quand le produit est formé (Fig. 17-5 et 17-15), 
processus vraisemblablement facilité par la variation exergonique 
d'énergie libre de la réaction catalysée par l'enzyme. Cependant, 
la spécificité de l’AK met en jeu un mécanisme différent, puisque 
la réaction qu'elle catalyse est neutre au plan énergétique (rem- 
placement d'une liaison phosphodiester par une autre). Georg 
Schulz a déterminé les structures par rayons X de l’AK non liée et 
de l'AK complexée à l'analogue bisubstrat inhibiteur Ap,A (deux 
ADP reliés par un cinquième phosphate). La comparaison de ces 
structures montre que deux domaines de l'AK d'environ 30 rési- 
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(a) 


FIGURE 17-34 Modifications conformationnelles dans l’adénylate 
kinase (AK) d'£, coli lors de la liaison du substrat. (a) L'enzyme non 
liée. (b) L'enzyme liée à l'ApsA, un analogue du substrat. L'Ap,A est 
représenté en boules et bâtonnets, avec les atomes colorés selon le type 
(C en vent, N en bleu, O en rouge, et P en jaune) et ses liaisons en blanc. 
Plusieurs des chaines latérales de l'AK connues pour leur implication 
dans la liaison du substrat sont en bâtonnets colorés selon le type 
d'atome, Les domaines de la protéine en magenta et en bleu-vert subis- 


du solvant aqueux (Fig, 17-34), Cette comparaison suggère aussi 
comment l'AK ne tombe pas dans le puits d'énergie de substrats 
et produits de haute affinité. Lors de la liaison du substrat, une par- 
tie de la protéine éloignée du site actif devient plus mobile et 
« absorbe » ainsi de l'énergie libre due à la liaison du substrat (se 
rappeler qu'une structure par rayons X renseigne sur la mobilité et 
la position des atomes : Section 9-4), Cette région de la protéine se 
« rigidifie» à nouveau lors de la libération du produit. D'après 
Schulz, ce mécanisme est un « contrepoids énergétique » qui faci- 
lite la libération du produit et maintient ainsi une vitesse de réac- 
tion élevée. 


f. Le recyclage de substrat peut augmenter la sensibilité 
du flux 
Même s'il existe un mécanisme qui permet d'amplifier l'effet 
d'une faible variation de la [ATP] par une plus grande variation de 
la [AMP], une multiplication par quatre de la [AMP] n'augmente- 
rait allostériquement l'activité de la PFK que de -10 fois, quantité 
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sent des modifications conformationnelles importantes lors de La liaison 
du ligand, alors que la conformation du reste de la protéine (couleur or), 
dont l'orientation est la même en a et en b, est essentiellement inchan- 
gée. Comparer ces structures à celle de l'AK de porc (Fig. 8-54b). 
[D'après des structures par rayons X dues à Georg Schulz, Institut für 
Organische Chemie und Biochemie, Freiburg, Allemagne. PDBid 

(a) 4AKE et (b) 1AKE.] 


flux glycolytique. De faibles variations de concentration en effec- 
teur (et donc de v,) ne peuvent provoquer des changements relati- 
vement importants dans le flux d'une réaction (v,— v,), que si la 
réaction fonctionne dans des conditions proches de l'équilibre. 
L'explication de cette grande sensibilité vient de ce que, pour de 
telles réactions, le terme v,/(v,— v,) de l'Ég. [17.8] (le coefficient 
d'élasticité) est grand, autrement dit, la réaction inverse participe 
de façon significative à la valeur du flux net, Ce n'est pas le cas de 
la réaction de la PFK. 

De telles conditions proches de l'équilibre peuvent être impo- 
sées à une réaction en non-équilibre si une deuxième enzyme cata- 
lyse la régénération du substrat à partir du produit de façon ther- 
modynamiquement favorable. Ainsi, v, n'est plus négligeable par 
rapport à v,. Cette situation nécessite que le processus dans le sens 
direct (formation de FBP à partir de F6P) et le processus inverse 
(hydrolyse de FBP en F6P) soient assurés par deux réactions dif- 
férentes, sinon les lois de la thermodynamique seraient violées. 
Dans les paragraphes suivants, nous étudierons la nature de tels 
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Dans des conditions physiologiques, la réaction catalysée par 
la PFK: 


Fructose-6-phosphate + ATP — fructose-1,6-bisphosphate + ADP 


est fortëment exergonique (AG = -25,9 kJ-mol°!, Tableau 17-1). 
En conséquence, la réaction en sens inverse a une vitesse négli- 
geable comparée à celle de la réaction en sens direct. Cependant, 
la fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase), qui se trouve dans 
beaucoup de tissus chez les mammifères (et qui est une enzyme 
indispensable pour la gluconéogenèse:; Section 23-1), catalyse 
l'hydrolyse exergonique du FBP (AG = -8,6 k] mo !): 


Fructose-1,6-bisphosphate + H,0 — fructose-6-phosphate + P, 


Remarquer que la combinaison des réactions catalysées par la PFK 
et la FBPase conduit à l'hydrolyse de l'ATP: 


ATP + H,0 == ADP + P, 


Une telle association de réactions opposées est appelée un cycle de 
substrat car il assure la transformation du substrat en produit puis 
la transformation de celui-ci en substrat. Lorsqu'on découvrit cet 
ensemble de réactions, on l'appela cycle futile puisqu'il semblait 
se solder par la consommation inutile de l'ATP. En fait, lorsqu'on 
s'aperçut que les activateurs de la PFK, l'AMP et le F2,6P étaient 
des inhibiteurs allostériques de la FBPase, on pensa que seule 
l'une des deux enzymes ne pouvait être fonctionnelle dans la cel- 
lule dans des conditions données. Cependant, on a trouvé depuis 
que les deux enzymes peuvent fonctionner simultanément à des 
vitesses significatives. 


g. Le recyclage de substrat peut rendre compte de la 

variation du flux glycolytique 

Eric Newsholme a proposé que les cycles de substrat ne sont 
pas du tout «futiles », mais qu'ils jouent plutôt un rôle régula- 
teur. Les activités des enzymes et les concentrations de métabo- 
Dites in vivo sont très difficiles à mesurer et leurs valeurs ne peu- 
vent donc être connues avec précision. Cependant, faisons 
l'hypothèse physiologiquement raisonnable que la multiplication 
par quatre de la [AMP] assurée par l'adénylate kinase augmente 
l'activité de la PFK (v) de 10 à 90% de l'activité maximum, 
tandis que l'activité de la FBPase (v,) diminue de 90 à 10% de 
sa valeur maximum. On sait, suite à des études in vitro, que l'ac- 
tivité de la PFK du muscle est environ 10 fois supérieure à l'ac- 
tivité de la FBPase du muscle. Ainsi, si nous attribuons à la PFK 
en pleine activité la valeur de 100 unités arbitraires, l’activité 
maximum de la FBPase est de 10 unités arbitraires. Le flux de 
la réaction de la PFK dans la glycolyse dans des conditions où 
[AMP]:est faible est : 


Jus = Yy Faible) — v, (faible) = 10-9=1 


où v, est catalysé par la PFK et v, par la FBPase. Le flux dans des 
conditions où [AMP] est élevée est : 
Jus = Vitélevée) — v, (élevée) = 90 — 1 = 89 


Le cycle de substrat pourrait donc amplifier l'effet des variations 
de la [AMP] sur la vitesse nette de phosphorylation du F6P. Sans 
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mente le flux net que d'environ 9 fois, tandis qu'avec le cycle 
la même augmentation de [AMP] donne un J,,,/Jx = 89/1 
soit une multiplication par = 90 du flux net. Par conséquent, dans 
l'hypothèse ci-dessus, un changement de 10% de [ATP] active- 
rait d'un facteur 90 le flux de la glycolyse suite à l'action 
concertée de la réaction de l'adénylate kinase et des cycles de 
substrat. 


h. Impact physiologique du recyclage de substrat 

Le recyclage de substrat, s’il a une fonction régulatrice, n'aug- 
mente pas le flux maximum d'une voie, Par contre, il provoque la 
diminution de son flux minimum. Dans un sens, le substrat est 
impliqué dans un «circuit d'attente ». Dans l'exemple décrit ci- 
dessus, le recyclage du substrat est le « coût » énergétique qu'un 
muscle doit payer afin de pouvoir passer rapidement d'un état de 
repos, dans lequel le recyclage de substrat est maximum, à un état 
d'activité intense et soutenue, Toutefois, la vitesse de recyclage du 
substrat peut elle même être sous contrôle hormonal ou nerveux, 
afin d'augmenter la sensibilité du système métabolique dans des 
conditions où une activité métabolique intense (en cas de combat 
ou de fuite) doit être anticipée (nous verrons le rôle des hormones 
dans la régulation du métabolisme dans les Sections 18-3E et 
18-3F). 

Dans certains tissus, les cycles de substrat fonctionnent pour 
produire de la chaleur. Par exemple, pour beaucoup d'insectes, la 
température thoracique doit atteindre 30 °C pour qu'ils puissent 
voler. Cependant, les bourdons sont capables de voler à des tem- 
pératures ambiantes aussi basses que 10 °C. La FBPase des 
muscles alaires des bourdons a une activité maximum identique à 
celle de la PFK (10 fois supérieure à celle du muscle de mammi- 
fère, l'exemple que nous avons pris); de plus, à la différence des 
autres FBPases de muscle connues, elle n'est pas inhibée par 
l'AMP, Ceci permet à la FBPase et à la PFK des muscles alaires 
de bourdon, d'être simultanément très actives, ce qui a pour effet 
de produire de la chaleur. Sachant que la vitesse maximum de 
recyclage possible du FBP dans les muscles alaires de bourdon ne 
produit que 10 à 15% de la chaleur nécessaire, d'autres méca- 
nismes de thermogénèse doivent néanmoins être opérationnels. 
Cependant, le recyclage du FBP est probablement significatif car, 
à l'inverse des bourdons, les abeilles, qui n'ont pas d'activité 
FBPase dans leurs muscles alaires, ne peuvent voler quand la tem- 
pérature est basse. 


i. Recyclage de substrat, thermogenèse et obésité 

On pense que beaucoup d'animaux, y compris l'homme adulte, 
produisent une grande partie de la chaleur du corps, en particulier 
quand il fait froid, grâce au recyclage de substrat dans les muscles 
et le foie, mécanisme appelé thermogenèse sans frisson (les 
contractions musculaires liées au frissonnement ou à tout autre 
mouvement produisent également de la chaleur ; un autre méca- 
nisme de thermogenèse sans frisson est décrit dans la Sec- 
tion 22-3D). Le recyclage de substrat est stimulé par les hormones 
thyroïdiennes (elles stimulent le métabolisme dans la plupart des 
tissus ; Section 19-1D) comme le prouve, par exemple, le fait que 
des rats dépourvus de glande thyroïde fonctionnelle ne survivent 
pas à 5 °C. Des individus à obésité chronique ont tendance à avoir 
des activités métaboliques inférieures à la normale, tendance due 
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fonctionne au ralenti. Il s'ensuit que de tels individus sont frileux. 
En réalité, alors que les sujets normaux augmentent la vitesse d'ac- 
tivation de l'hormone thyroïdienne après une exposition au froid, 
des animaux génétiquement obèses et des individus obèses n’ont 
pas cette possibilité. 


j. La surexpression de la PFK n'augmente pas la vitesse 
de la glycolyse 

La PFK a été longtemps considérée comme l'enzyme de 
contrôle de la glycolyse. On s'attendait donc à ce qu'une aug- 
mentation de son expression par génie génétique chez la levure 
augmente la vitesse de la glycolyse indépendamment de la 
demande en produits glycolytiques. Ce n'est pas le cas. Bien que 
la PFK soit l'enzyme régulatrice principale de la glycolyse, son 
activité catalytique in vivo est contrôlée par les concentrations en 
cffecteurs qui reflètent les besoins du bloc de la demande utili- 
sant ses produits. 

L'analyse du contrôle métabolique nous aide à découvrir non 
seulement que le contrôle d'une voie peut être partagé par plu- 
sieurs enzymes, mais aussi qu'il existe une différence entre 
contrôle et régulation. Bien que la PFK joue un rôle capital dans 
la régulation du flux glycolytique, elle est contrôlée in vivo par des 
facteurs extérieurs à la voie. Si l'augmentation de la concentration 
de la PFK in vivo n'augmente pas le flux le long de la voie, c'est 
parce que ces facteurs extérieurs modifient l'activité catalytique de 
la PFK pour rencontrer les besoins de la cellule. 


5 B MÉTABOLISME D'HEXOSES AUTRES 
QUE LE GLUCOSE 


Alors que le glucose est le produit final de dégradation de l’ami- 
don et du glycogène (Sections 11-2C et 11-2D), trois autres 
hexoses sont des produits importants de la digestion: le fruc- 
tose, obtenu à partir de fruits et de l'hydrolyse du saccharose 
(sucre de table): le galactose, produit par l'hydrolyse du lactose 
(le sucre du lait); et le mannose, obtenu par digestion de poly- 
saccharides et de glycoprotéines. Après digestion, ces monosac- 
charides passent dans la circulation sanguine, pour être trans- 
portés dans différents tissus. Le métabolisme du fructose, du 
galactose et du mannose est assuré par leur transformation en 
intermédiaires de la glycolyse qui seront dégradés ensuite de la 
même manière que le glucose. 


A. Fructose 


Le fructose est un des principaux carburants dans les régimes qui 
contiennent de grandes quantités de saccharose (un disaccharide 
constitué de fructose et de glucose). Deux voies assurent le méta- 
bolisme du fructose ; l’une a lieu dans le muscle, l’autre dans le 
foie. Cette dichotomie est due à la présence d'enzymes différentes 
dans ces deux tissus, 

Dans le muscle, le métabolisme du fructose est assez peu dif- 
férent de celui du glucose. L'hexokinase (Section 17-2A), qui 
transforme le glucose en G6P dans les cellules musculaires, phos- 
phoryle également le fructose en F6P (Fig. 17-35, gauche). L'en- 
trée du fructose dans la voie glycolytique ne nécessite donc qu'une 
seule réaction. 


Le foie ne contient pas beaucoup d'hexokinase ; on y trouve, 
par contre, de la glucokinase, qui ne phosphoryle que le glucose 
(Section 17-2A). C'est pourquoi le métabolisme du fructose est 
différent dans le foie et le muscle. En fait, le foie va transformer 
le fructose en intermédiaires de la glycolyse suite à l'intervention 
de six enzymes (Fig. 17-35, à droite): 


L. La fructokinase catalyse la phosphorylation du fructose par 
l'ATP sur le C1 pour donner du fructose-1-phosphate. Ni l'hexo- 
kinase, ni la phosphofructokinase ne peuvent phosphoryler le fruc- 
tose-l-phosphate sur le C6 pour donner l'intermédiaire de la gly- 
colyse, le fructose-1 6-bisphosphate. 


2. L'aldolase de Classe I (Section 17-2D) existe sous forme 
de plusieurs isoenzymes. Le muscle contient l'aldolase de Type 
À qui est spécifique du fructose-1,6-bisphosphate. Le foie, 
cependant, contient l'aldolase de Type B, qui utilise aussi le fruc- 
tose-l-phosphate comme substrat (l'aldolase de Type B est par- 
fois appelée fructose-1-phosphate aldolase). Par conséquent, 
dans le foie, le fructose-1-phosphate subit un clivage aldolique 
(Section 17-2D): 


Fructose-1-phosphate —= 
dihydroxyacétone phosphate + glycéraldéhyde 


3. La phosphorylation directe du glycéraldéhyde par l'ATP 
suite à l’action de la glycéraldéhyde kinase donne l'intermédiaire 
de la glycolyse, le glycéraldéhyde-3-phosphate. 

4-7. Autre possibilité : le glycéraldéhyde est transformé en 
dihydroxyacétone phosphate, intermédiaire glycolytique, par 
réduction en glycérol par le NADH catalysée par l'alcool déshy- 
drogénase (Réaction 4), suivie de phosphorylation par l'ATP grâce 
à la glycérol kinase qui conduit au glycérol-3-phosphate (Réac- 
tion 5), et réoxydation par le NAD"* en dihydroxyacétone phos- 
phate grâce à la glycérol phosphate déshydrogénase (Réaction 6). 
La DHAP est ensuite convertie en GAP par la triose phosphate iso- 
mérase (Réaction 7). 

Comme le suggère cette succession complexe de réactions, le 
foie a un répertoire considérable d'enzymes. Ceci parce que le 
foie assure la dégradation d'une grande variété de métabolites. 
L'efficacité d’un processus métabolique implique que beaucoup 
de ces molécules soient converties en intermédiaires de la gly- 
colyse et, de fait, le foie contient beaucoup d'enzymes qui le lui 
permettent. 


Un excès de fructose entraîne une pénurie en P, 

hépatique 

À une certaine époque, on préférait le fructose au glucose pour 
faire des perfusions intraveineuses. Cependant, le foie présente 
parfois des problèmes métaboliques quand la concentration en 
fructose dans le sang est trop élevée (supérieure à celle atteinte 
lorsque l'on mange des aliments qui contiennent du fructose). 
Quand la concentration en fructose est élevée, la production de 
fructose-1-phosphate peut être plus rapide que sa dégradation par 
l'aldolase de Type B. Des perfusions intraveineuses de grandes 
quantités de fructose peuvent, par conséquent, se traduire par une 
accumulation importante de fructose-1-phosphate, ce qui diminue 
fortement les réserves en P, du foie. Dans ces conditions, la [ATP] 
chute, activant ainsi la elvcolvse et la production de lactate. La 
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FIGURE 17-35 Métabolisme du fructose, Dans le muscle (à gauche) la 
transformation du fructose en F6P, intermédiaire de la glycolyse, ne 

nécessite qu'une seule enzyme, l'hexokinase. Dans le foie (à droite), sept 
enzymes permettent la transformation du fructose en intermédiaires de la 


concentration en lactate dans le sang et la chute de pH qui en 
résulte peuvent alors atteindre des valeurs qui mettent la vie en 


péril. 

 L'intlérance au fructose. maladie génétique où l'ingestion de 
provoque la même accumulation de fructose-1-phosphate 

que la perfusion intraveineuse, est due à une déficience en aldolase 

de Type B. Cet état semble entraîner une auto-limitation : les indi- 

vidus intolérants au fructose ont un profond dégoût pour tout ce 


B. Galactose 
Le galactose représente la moitié du lactose, sucre du lait, et 
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glycolyse : (1) la fructokinase, (2) la fructose-1-phosphate aldolase, (3) la 
glycéraldéhyde kinase, (4) l'alcool déshydrogénase, (5) la glycérol 


kinase, (6) la glycérol phosphate déshydrogénase, et (7) la triose phos- 
phate isomérase. 


tiers. Le galactose et le glucose sont des épimères qui ne diffèrent 


que par leur configuration du C4: 
H,0H 20H 
H O0, H HO O0, H 
H |/ H 
OH H OH H 
HO OH H OH 
H OH H OH 
u-b-Glucose a-D-Galactose 


Les enzymes de la glycolyse étant spécifiques, ils ne reconnaissent 
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doit par conséquent avoir lieu avant que le galactose ne rejoigne la 
voie glycolytique. Cette réaction intervient après la transformation 
du galactose en son dérivé uridine diphosphate. Le rôle des UDP- 
oses et autres nucléotidyl-oses est étudié en détail dans les Sec- 
tions 18-2 et 23-3. La voie complète qui permet la conversion du 
galactose en intermédiaire de la glycolyse, élucidée par Luis Leloir 
et donc connue sous le nom de voie de Leloir, nécessite quatre 
réactions (Fig. 17-36): 


1. Le galactose est phosphorylé par l'ATP sur le C1 dans une 
réaction catalysée par la galactokinase. 

2. La galactose-1-phosphate uridylyltransférase transfère le 
groupement uridylyle de l'UDP-glucose au galactose-1- 
pour donner du glucose-1-phosphate (G1P) et de l'UDP-galac- 
tose suite à l'hydrolyse réversible de la liaison pyrophosphate de 
l'UDP-glucose. 

3. L'UDP-galactose-4-épimérase redonne l'UDP-glucose à 
partir de l'UDP-galactose. Cette enzyme est associée à un NAD*, 
ce qui suggère que la réaction s’accomplit par oxydation et réduc- 
tion successives de l'atome C4 de l'hexose : 


4. Le GIP est transformé en G6P, intermédiaire de la glyco- 
lyse, par la phosphoglucomutase (Section 18-1B). 


La galactosémie 

La galactosémie est une maladie génétique caractérisée par 
l'impossibilité de convertir le galactose en glucose, Parmi ses 
symptômes, citons le manque de croissance, le retard mental et, 
dans quelques cas, la mont consécutive à des lésions du foie. Le 
plus souvent, la galactosémie est due à une mutation de l'enzyme 
qui catalyse la Réaction 2 de l'interconversion, la galactose-1- 
phosphate uridylyltransférase. 11 s'agit d'une réaction de double 
déplacement dans laquelle la chaîne latérale d'une His de l’en- 
zyme mène d'abord une attaque nucléophile sur le groupement 
phosphoryle de l'UDP-glucose, ce qui déplace le GIP pour former 
un intermédiaire uridvlvl His : 


UDP-glucose + E-His 166 == 
glucose-1-phosphate + E-His-UMP 


Le galactose-1-phosphate déplace alors le groupement uridylyle de 
l'His de l’enzyme pour former l'UDP-galactose : 


galactose-1-phosphate + E-His-UMP =—= 
UDP-galactose+ E-His 


Un résidu Gin établit des liaisons hydrogène avec les oxygènes du 
groupement phosphoryle de l'uridylyle pour stabiliser l’intermé- 
diaire uridylyle-His. La mutation de cette Gin en Arg inactive l'en- 
zyme. Ainsi, la formation d'UDP-galactose à partir de galactose- 
1-phosphate n'est plus assurée, ce qui conduit à l'accumulation de 
sous-produits métaboliques toxiques. Par exemple, l'augmentation 
de la concentration en galactose dans le sang amène une plus forte 
concentration de galactose dans le cristallin où cet ose est réduit 
en galactitol : 


CH,0H 
H—C—0H 
HO—C—H 
HO—C—H 
H—C—0H 
CH,OH 
D-Galactitol 


La présence de cet alcool-sucre dans le cristallin peut finalement 
provoquer la cataracte (opacification du cristallin), 

La galactosémie se traite par un régime alimentaire sans galac- 
tose, Excepté le retard mental, cette mesure aboutit à la disparition 
de tous les symptômes de la maladie. Les unités galactosyle indis- 
pensables pour la synthèse des glycoprotéines (Section 11-3C) et 
des glycolipides (Section 12-1D) peuvent être synthétisées à partir 
de glucose grâce à la réaction inverse de l’épimérase. Par consé- 
quent, ces synthèses ne nécessitent pas de galactose dans le régime 
alimentaire. 


C. Mannose 


Le mannose, substance que l'on trouve fréquemment dans les gly- 
coprotéines (Section 11-3C), et le glucose sont des épimères au 
niveau du C2: 


CH,0H CH,0H 
H O, H H O0, H 
H H 
OH H OH HO 
HO OH HO OH 
H OH H H 
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FIGURE 17-36 Métabolisme du galactose. Quatre enzymes permettent 
la conversion du galactose en G6P, intermédiaire de la glycolyse : (1) la 


Le mañnose entre dans la voie glycolytique après sa conversion en 
F6P via deux réactions (Fig. 17-37): 


L L'hexokinase (Section 17-2A) transforme le mannose en 
mannose-6-phosphate. 


Mannose 


FIGURE 17-37 Métabolisme du mannose. Deux enzymes sont nécessaires pour transformer le mannose en 
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galactokinase, (2) la galactose-1-phosphate uridylyltransférase, 
(3) l'UDP-galactose-4-épimérase, et (4) la phosphoglucomutase, 


2. La phosphomannose isomérase transforme alors cet 
aldose en cétose, le F6P. Le mécanisme de la réaction de la phos- 
phomannose isomérase est analogue à celui de la phosphoglucose 


isomérase (Section 17-2B); il fait intervenir un intermédiaire ène- 
diolate, 


2 *0,POCH; 0. CH:0H 
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Fructose-6-phosphate (F6P) 
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DT RES 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 Bla voie glycolstique La glycolyse est la voie métabo- 
lique par laquelle La plupart des organismes vivants dégradent le glu- 
cose en deux molécules de pyruvate avec la formation concomitante 
de deux ATP. La réaction globale : 


Glucose + 2NAD° + 2ADP + 2P, 
— 2NADH + 2pyruvate + 2ATP + 2H,0 + 4H* 


résulte de 10 réactions enzymatiques. 

2 M Réactions de la glycolyse Au cours de la phase prépara- 
toire de la glycolyse, assurée par les cinq premières réactions, le glu- 
cose réagit avec 2 ATP, ce qui correspond à un « investissement éner- 
gétique » pour donner du fructose-1,6-bisphosphate qui est ensuite 
converti en deux molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate. Au cours 
de la deuxième phase de la glycolyse, la phase de «rembourse- 
ment», assurée par les cinq dernières réactions. le glycéraldéhyde- 
3-phosphate réagit avec NAD* et P, pour donner un composé « riche 
en énergie », le 1.3-bisphosphoglycérate. Au cours des quatre der- 
nières réactions de la glycolyse, ce composé réagit avec deux ADP 
pour donner du pyruvate et deux ATP/molécule. Les mécanismes de 
la plupart des 10 enzymes de la glycolyse ont été élucidés par des 
études chimiques et cinétiques couplées à des études de structures 
par rayons X. Les enzymes de la glycolyse catalysent les réactions 
avec stéréospécificité. Dans le cas d'au moins deux kinases, le trans- 
fert du groupement phosphoryle de l'ATP à l'eau est empêché suite 
aux changements conformationnels induits par le substrat, qui entrai- 
nent la formation du site actif et provoquent l'exclusion de l'eau du 
site. 

3 D La fermentation: sort du pyruvate en anaérobiose Le 
NAD" qui est utilisé lors de la formation du 1.,3-BPG doit être régé- 
néré pour que la glycolyse continue. En présence d'oxygène, le 
NAD" est régénéré par les phosphorylations oxydatives dans les 
mitochondries, Dans le muscle en condition anaérobie, le pyruvate 
est réduit par le NADH, pour donner du lactate et du NAD* dans 
une réaction catalysée par la lactate déshydrogénase. Dans beaucoup 
de muscles, en particulier lorsqu'ils sont en activité intense, le méca- 
nisme de fermentation homolactique est une source principale 
d'énergie libre, Dans les levures en anaérobiose, le NAD' est régé- 
néré au cours de la fermentation alcoolique via deux réactions. 
D'abord, le pyruvate est décarboxylé en acétaldéhyde par la pyru- 
vate décarboxylase, enzyme qui nécessite de La thiamine pyrophos- 
phate comme cofacteur. Puis l'acétaldéhyde est réduit par le NADH 
pour donner de l'éthanol et du NAD* dans une réaction catalysée 
par l'alcool déshydrogénase. 

4 B Régulation métabolique et contrôle métabolique La 
régulation métabolique est le processus qui maintient constant le flux 
des métabolites le long de de la voie qu'il empruntent. Le contrôle 
métabolique est celui qui est exercé sur les enzymes de la voie en 
réponse à un signal extérieur visant à augmenter ou diminuer ce flux, 
tout en maintenant au mieux l'état stationnaire. L'homéostasie est la 
régulation de l'état stationnaire. Le flux métabolique doit être 
contrôlé afin d'équilibrer l'offre et la demande et de mainternir l'ho- 


méostasie, [1 se peut que plus d'une enzyme soit limitante dans une 
voie métabolique. L'analyse du contrôle métabolique permet l'étude 
de systèmes métaboliques in vivo qui se partagent le contrôle de plus 
d'une enzyme, et elle décrit en termes quantitatifs le contrôle du flux 
et l'homéostasie, Le coefficient de contrôle de flux donne une 
mesure de la sensibilité du flux à une variation de la concentration 
en enzyme, Le coefficient d'élasticité donne une mesure de la sen- 
sibilité de la vitesse d’une réaction enzymatique à une variation de 
la concentration en substrat, L'offre et la demande sont toutes deux 
impliquées dans le contrôle du flux et l’homéostasie., La modifica- 
tion de la concentration des intermédiaires métaboliques à l’état sta- 
tionnaire, en réponse à des changements des « blocs » de l'offre ou 
de la demande, dépend uniquement des coefficients d'élasticité de 
ces deux blocs à l'état stationnaire. Quand le coefficient d'élasticité 
de l'offre est supérieur à celui de la demande, le contrôle du flux 
réside dans le bloc de la demande, et vice-versa. Le contrôle de 
l'homéostasie dépend de coefficients d'élasticité élevés, tandis que 
le contrôle du flux exige un coefficient d'élasticité bas et un cocffi- 
cient de contrôle de flux élevé. Si le bloc de la demande contrôle le 
flux, le rôle du bloc de l'offre est de contrôler l'homéostasie. La 
rétro-inhibition détermine la fourchette de concentrations en inter- 
médiaires compatible avec l'état stationnaire. Elle maintient l'ho- 
méostasie dans des concentrations physiologiques en intermédiaires, 
parfois loin de leurs valeurs à l'équilibre. 

Le flux d'une réaction proche de l'équilibre est très sensible aux 
changements de concentration en substrat. Autrement dit, le flux d'une 
voie métabolique en état stationnaire ne peut être contrôlé que par une 
réaction loin de l'équilibre. De telles réactions peuvent être régulées 
par différents mécanismes : interactions allostériques, cycles de sub- 
strat, modifications covalentes et contrôle (à long terme) génétique. 
Dans la glycolyse musculaire, la phosphofructokinase (PFK) catalyse 
une des réactions qui déterminent le flux. Bien que la PFK soit inhi- 
bée par de fortes concentrations en ATP, un de ses substrats, la varia- 
tion de 10% de [ATP] (selon l'activité métabolique) n'a pas d'in- 
fluence suffisante sur l'activité de la PFK pour rendre compte de la 
multiplication par 100 du flux glycolytique observé. La [AMP] est 
multipliée par quatre, suite à une diminution de 10% de [ATP], sous 
l'action de l'adénylate kinase. Bien que l'AMP lève l'effet inhibiteur 
de l'ATP sur la PFK, cette augmentation de concentration ne permet 
pas non plus d'expliquer les variations du flux glycolytique observées. 
Cependant, le produit de la réaction catalysée par la PFK, le fructose- 
1,6-bisphosphate, est hydrolysé en F6P par la FBPase, qui est inhibée 
par l'AMP. Le recyclage de substrat catalysé par ces deux enzymes 
confère, du moins en principe, la sensibilité nécessaire aux variations 
de la [AMP] du flux glycolytique. Le recyclage de substrat est à l'ori- 
gine de la thermogenèse sans frisson. 

5 M Métabolisme d'hexoses autres que le glucose La diges- 
tion de polysaccharides conduit à la production de glucose comme 
produit de base. Il existe d’autres produits importants tels que le 
fructose, le galactose et le mannose, Ces monosaccharides sont méta- 
bolisés après avoir été transformés en intermédiaires de la glycolyse. 
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ROBLÈMES 


1. Écrivez les réactions de la glycolyse du glucose jusqu’au lactate en 
utilisant les formules développées de tous les intermédiaires. Apprendre le 
nom de ces intermédiaires et des enzymes qui catalysent les réactions. 

2. Le AG°%de la réaction de l'aldolase est de + 22,8 kJ -mol"!, Dans la 
cellule à 37 °C, le rapport d'action des masses [DHAPYIGAP] = 5,5. Ca}- 
culez le rapport à l'équilibre de [FBPJIGAP] si [GAP] est (a) 2 x 10" M 
et, (b) 107M. 


3. La variation de la vitesse de la réaction catalysée par la triose phos- 
phate isomérase (TIM) en fonction du pH présente deux pA caractéris- 
tiques, 6,5 et 9,5. His 95, un résidu indispensable à la catalyse. présente, 
dans ce cas, un pX de 4,5. Pourquoi la courbe obtenue en fonction du pH 
ne fait-elle pas apparaître ce pK? 


4. L'arséniate, un analogue structural du phosphate, peut se comporter 
comme substrat pour toute réaction dans laquelle le phosphate est substrat. 
Les esters d'arséniate, à l'inverse des esters de phosphate, sont thermody- 
namiquement instables et s'hydrolysent presque instantanément. Écrivez le 
bilan réactionnel équilibré de la conversion du glucose en pyruvate en pré- 
sence d'ATP, d'ADP, de NAD" et soit (a) de phosphate, soit (b) d'arséniate. 
(c) Pourquoi l'arséniate est-il un poison ? 


5. Quand le glucose est dégradé anaérobiquement par la glycolyse, il 
n'y a ni oxydation ni réduction globales du substrat, On dit alors que la fer- 
mentation est « équilibrée », L'énergie libre nécessaire à la formation de 
l'ATP est néanmoins fournie par des réactions de transfert d'électrons favo- 
rables. Quels sont les intermédiaires métaboliques donneurs et accepteurs 
d'électrons quand le glucose est dégradé par fermentation glycolytique 
équilibrée : (a) dans le muscle et (b) dans la levure ? 

6. Sur quels atomes de carbone du pyruvate la radioactivité serait-elle 
retrouvée si le glucose, métabolisé par la glycolyse, était marqué par du C 
sur (a) le C1 et (b) le C4? (NB. : on admettra que la triose phosphate iso- 
mérase assure l'équilibre entre la dihydroxyacétone phosphate et le 3-phos- 


* 7. La réaction suivante est catalysée par une enzyme très voisine des 
aldolases de Classe 1 : 


CH,OH 
v— H. Oo 
HO—C—H 7 
H—C—OH + H—C—OH 
H—6-04 H—C—0H 
CH,OPO}- CH,OPO 
Fructose-6- Erythrose-4- 
phospate phospate 
1 transaldolase 
CH,0H 
C=0 
noch 
H. 0 H—C—0H 
C + H-C-—0H 
H-C-0H H-C-0n 
CH,0POZ- CH,0POZ 


cd) 1 H. 0 2 07 3 a. 
der Nc NAD° c” c” 
H-C OH H C OH us H € oH C (e] 
‘24 ATP ADP NADH Ï H,0 
HO—C—H Mg°* HO—C—H HO—C—H H—C-—H 

% = — | __ 
El glucokinase  H—C—OH glucose-6- dE Es 6-phospho- ES ce 
H—C—0H H—C—OH PR mur H—C—OH pe H—C—OH 
| | | Ï Ï 

CHOH CH,0P) 
Glucose Glucose-6- 

(G6P) 
(P}=—PO} 


| Écrivez un mécanisme plausible pour cette réaction en indiquant les dépla- 
- cements d'électrons par des flèches incurvées. 
8. Les demi-réactions impliquées dans la réaction de la LDH et leurs 
potentiels d'oxydo-réduction standard sont : 
Pyruvate + 2H" + 2e — lactute €” =-0,185 V 
NAD" # 2H° + 2e° — NADH + H° €” =-0315V 
Cniculez le AG de la réaction dans les conditions suivantes : 
{a} [lactatel/pyruvate] = 1 ; [NAD'YINADH] = 1 
(b) Uactme)/Ipyruvate] = 160; [NAD'INADH] = 160 
(©) [ictate|/pyruvate] = 1000 ; [NAD*JYINADH] = 1000 
(d) Dans quelles conditions la réaction favorisera-t-elle spontanément 
l'éxydation du NADH ? 
(e) tee mas ve 
yde déshydrogénase favorise la glyco- 
umo meute 0 Due 
des conditions annérobies dans le muscle de mammifère, la lactate 
remplit cette condition. Quelle valeur le rapport 
[lactateVipyruvate] peut-il atteindre dans les cellules musculaires, 
que la réaction catalysée par la lactate déshydrogénase cesse 
favorable à la production de NAD' tout en maintenant La 
= regis VINADH] au niveau ci-dessus ? 
#9, En vous basant sur le mode d'intervention de la thiamine pyro- 
a: dans la réaction de la pyruvate décarboxylase, indiquez 
réactions suivantes, s'il y en à, seraient susceptibles d'utili- 


Glycéraldéhyde-3- 
phosphate (GAP) 


FIGURE 17-38 Voie d'Entner-Doudouroff pour la dégradation du 
glucose. 


Donnez les mécanismes hypothétiques de chaque réaction en indiquant où 
la TPP intervient ou pourquoi elle est inutile, 


10. La voie glycolytique de dégradation du glucose est pratiquement 
universelle. Cependant, quelques bactéries utilisent une voie alternative 
appelée la voie d'Entner-Doudoroff (Fig. 17-38). Comme dans lu voie 
glycolytique de la levure, le produit final est l'éthanol. (a) Écrivez les réac- 
tions équilibrées pour la conversion du glucose en éthanol et CO, via la 
voie d'Entner-Doudoroff et la fermentation alcoolique de la levure. 
(b) Déduisez de vos stœchiométries pourquoi la glycolyse plutôt que la 
voie d'Entner-Doudoroff est la voie pratiquement universelle. 


*11. L'hydrolyse de l'ATP en ADP dans la cellule entraîne un chan- 
gement de [AMP] dû à l’adénylate kinase. (a) En supposant que [ATP] >> 
[AMP] et que la concentration totale en nucléotides adényliques dans la 
cellule, A;= [AMP] + [ADP] + [ATP] est constante, dérivez une expres- 
sion de [AMP] en fonction de [ATP] et de A, (b) En supposant qu'au départ 
[ATPYIADP] = 10 et A, = 5 mM, calculez le rapport de la valeur 
finale/valeur initiale de [AMP] après une diminution de 10 % de [ATP]. 


1 M Dégradation du glycogène 
A. La glycogène phosphorylase 
B. La phosphoglucomutase 
C. L'enzyme débranchante 
D. Thermodynamique du métabolisme du glycogène : 
nécessité de voies de synthèse et de dégradation séparées 
2 & Synthèse du glycogène 
A. L'UDP:-glucose pyrophosphorylase 
B. La glycogène synthase 
C. L'enzyme branchante 
3 B Contrôle du métabolisme du glycogène 
A. Contrôle allostérique direct de la glycogène 
phosphorylase et de la glycogène synthase 
B. Modifications covalentes des enzymes par cascades 
cycliques : amplification du « signal » effecteur 
C. Cascade bicyclique de la glycogène phosphorylase 
D. Cascade bicyclique de la glycogène synthase 
E. Intégration des mécanismes de contrôle du 
métabolisme du glycogène 
F. Contrôle de la glycémie 
G. Réponse au stress 
4 B Maladies du stockage de glycogène 


Everything should be made as simple as possible but not simpler. 
Albert Einstein 


Le glucose, une des principales sources énergétiques métabo- 
liques, est dégradé via la glycolyse pour donner de l'ATP (Chapitre 
17). Les organismes supérieurs évitent de se trouver à court 
d'énergie en polymérisant le glucose en excès sous forme de glu- 
canes (polysaccharides de glucose) de masse moléculaire élevée 
qui peuvent être rapidement mobilisés en cas de besoin métabo- 
lique. Chez les plantes, le glucose est mis en réserve sous forme 
d'amidon, mélange d'œ&-amylose (Fig. 11-17), polymère d'unités 
glucose réunies par des liaisons &(1 — 4), et d'amylopectine, qui 
diffère de l’o-amylose par la présence de points de branchement 
a(l — 6) tous les 24 à 30 résidus (Fig. 11-18). Chez les animaux, 
le glucane de réserve est le glycogène (Fig. 18-1), qui ne diffère 
de l’amylopectine que par la présence de points de branchement 
tous les 8 à 14 résidus. Le glycogène se trouve sous forme de gra- 
nules cytoplasmiques de 100 à 400 À de diamètre (Fig. 11-19 et 
18-1c), contenant jusqu'à 120 000 unités de glucose. Ils sont par- 
ticulièrement abondants dans les cellules qui ont le plus besoin de 
glycogène, les cellules musculaires (au maximum 1-2 % de glyco- 
gène en poids) et hépatiques (au maximum 10% de glycogène en 
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ganisme). Les granules de glycogène contiennent aussi les 
enzymes qui catalysent sa synthèse et sa dégradation ainsi que cer- 
taines des enzymes qui régulent ces processus. 

Comme nous le verrons plus loin dans ce chapitre, les unités 
glucose du glycogène sont mobilisées par hydrolyse séquentielle 
depuis les extrémités non réductrices (absence de groupement 
CI-—OH) des chaînes de glucane. La structure très ramifiée du 
glycogène a donc une signification physiologique : elle permet la 
dégradation rapide du glycogène grâce au départ simultané d'uni- 
tés glucose depuis l'extrémité de chaque ramification. 

Pourquoi l'organisme réalise-t-il un tel effort métabolique pour se 
servir du glycogène comme réserve énergétique alors que les lipides, 
beaucoup plus abondants, jouent apparemment un rôle identique ? 

Il y a trois réponses à cette question : 


L Les muscles ne peuvent pas mobiliser les lipides aussi 
rapidement que le glycogène, 

2. Les résidus d'acides gras des graisses ne peuvent pas être 
métabolisés en anaérobiose (Section 25-2). 

3. Les animaux ne peuvent pas convertir les acides gras en 
glucose (Section 23-1), si bien que le seul métabolisme des lipides 
ne peut assurer correctement le maintien du taux de glucose san- 
guin (Section 18-3F). 


Comme tous les processus métaboliques, le métabolisme du 
glycogène peut être compris à plusieurs niveaux. Nous étudierons 
ce processus afin d'en comprendre l'aspect thermodynamique et les 
mécanismes réactionnels de ses différentes réactions, mais en insis- 
tant sur les mécanismes qui contrôlent la synthèse et la dégradation 
du glycogène, Nous avons commencé l'étude des mécanismes de 
contrôle du métabolisme dans la Section 17-4, à propos du rôle des 
interactions allostériques et des cycles de substrat dans la régula- 
tion de la glycolyse. Les systèmes plus complexes de contrôle du 
métabolisme du glycogène nous donnent des exemples de méca- 
nismes de contrôle supplémentaires : modification covalente des 
enzymes et cascades enzymatiques. De plus, nous nous servirons 
du métabolisme du glycogène comme modèle du rôle des hor- 
mones dans le processus de régulation global. Nous terminerons ce 
chapitre par l'étude des conséquences d'anomalies génétiques qui 
affectent plusieurs enzymes du métabolisme du glycogène. 


1 M DÉGRADATION DU GLYCOGÈNE 


Le foie et les muscles sont les deux principaux organes de mise en 
réserve du glycogène. Dans les muscles, le besoin en ATP pro- 
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FIGURE 18-1 Structure du glycogène. (a) Formule développée. En réa- 
lé, les chaînes sont beaucoup plus longues que figurées. (b) Représenta- 
tion schématique montrant la structure branchée. Les points de branche- 
ment de 1x molécule réelle sont espacés de 8 à 14 unités glucosyle. Noter 
que la molécule, quelle que soit sa taille, n'a qu'une seule extrémité 
rédueunice. (ce) Micrographie électronique d'un granule de glycogène de 
muscle squelettique de rat. Chaque granule (&}) contient plusieurs molé- 
cules sphériques de glycogène (B) et protéines associées. [D'après Cal- 
der, PC. Jnt.J. Biochem. 23, 1339 (1991). Copyright Elsevier Science. 


LL em nntols 1 


OH 
cu H = H 
OH OH 
Point de liaison 
branchement a(i— 4) 


(G6P), début de la glycolyse. Dans le foie, en cas d'hypoglycémie, 
le glycogène est dégradé en G6P, lequel est hydrolysé en glucose 
et libéré dans la circulation sanguine pour relever le taux de glu- 
cose à sa valeur normale. 

La dégradation du glycogène fait intervenir trois enzymes : 


1. La glycogène phosphorvlase (ou plus simplement la 
phosphorylase), qui catalyse la phosphorolyse du glycogène 
(rupture d'une liaison par substitution d'un groupement phos- 
phate) pour donner du glucose-1-phosphate (G1P). 


Glycogène + P,=== glycogène + GIP 
(n résidus) (an — 1 résidus) 


Cette enzyme ne libèrera une unité glucose que si celle-ci se 
trouve éloignée au moins à cinq unités d'un point de branchement. 


2. L'enzyme débranchante, qui enlève les ramifications du 
glycogène, permettant ainsi que l'action de la glycogène phospho- 
rylase soit complète, Cette enzyme hydrolyse aussi les unités glu- 
cosyle liées en œ(1 — 6) pour donner du glucose. Par conséquent, 
environ 92 % des résidus de glucose du glycogène sont transfor- 
més en GIP. Les 8 % restants, ceux qui sont aux points de bran- 
chement, sont transformés en glucose. 


3. La phosphoglucomutase, qui assure la conversion du GIP 
en G6P, lequel, comme nous l'avons vu (Section 17-2A), se forme 
également dans la première réaction de la glycolyse sous l'action 
de l'hexokinase ou de la glucokinase. Le G6P peut être métabolisé 
via la glycolyse (comme dans le muscle) ou être hydrolysé en glu- 
cose (comme dans le foie). 


Dans cette section, nous étudierons la structure et les mécanismes 
réactionnels de ces trois enzymes. 


A. La glycogène phosphorylase 


La glycogène phosphorylase est un dimère de sous-unités iden- 
tiques de 842 résidus (97 KD) qui catalyse la réaction contrôlant 
la glycogénolyse. L'enzyme est régulée à la fois par interactions 
allostériques et par modifications covalentes. Le processus enzy- 
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phosphorylase : la phosphorylase a, où un groupement phos- 
phate estérifie la Ser 14 de chaque sous-unité, et la phosphory- 
lase b, qui n'est pas phosphorylée, Les inhibiteurs allostériques 
de la phosphorylase, l'ATP, le G6P et le glucose, et son activa- 
teur allostérique, l'AMP (pour ne citer que les effecteurs impor- 
tants), ont des effets différents selon que la phosphorylase est 
phosphorylée ou déphosphorvlée, d'où un mécanisme de régula- 
tion extrémement sensible que nous étudierons dans la Section 
18-3C, 


a. Domaines structuraux et sites de liaison 

Les structures par rayons X à haute résolution de la phos- 
phorylase a et de la phosphorylase b ont été déterminées res- 
pectivement par Robert Fletterick et Louise Johnson, La struc 
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FIGURE 18-2 Structure par rayons X de la glycogène phosphorsluse 
de muscle de lapin, (4) Représentation en ruban d'une sous-unité de la 
phosphorylase b. Elle est formée de deux domaines, un domaine N-termi 
nal, divisé en deux sous-domaines : un sous-domaine d'interface (résidus 
1-315) et un sous-domaine de liaison au glycogène (résidus 316-484), et 
un domaine C-terminal (résidus 485-842), L'AMP est lié à La fois au site 
cffecteur allostérique et au site du nucléoside inhibiteur. Le G1P est lié 
au site catalytique. Le phosphate de pyridoxal, en partie caché, est lié à 
la Lys 678 dans le domaine C-1erminal. Le maltoheptaose, un heptamère 
de glucose à liaisons al — 4), est lié au site d'attente du glycogène. Les 
résidus 1-11, qui n'apparaissent pas sur la carte de densité électronique 
sont représentés en pointillés, Ser 14 est le site de phosphorylation enzy 
matique, [D'après McLaughlin, PJ., Stuart, D.L, Klein, H.W., Oikonomnæ 
kos, N.G., and Johnson, LN,, Biochemistry 23, 5865 (1984).] (b) Repré 
sentation en ruban du dimère de la glycogène phosphorylase a vu le long 
de son axe de symétrie moléculaire d'ordre deux (cette vue correspond & 
celle de la Partie à moyennant une rotation d'environ 45° autour de l'axe 
vertical ; les différences structurales entre les deux formes de l'enzyme 
sont relativement faibles), La sous-unité inférieure est colorée en orange 
alors que les domaines N- et C-terminaux de la sous-unité supérieure 
sont colorés respectivement en bleu et en vert. Les différents ligands hés 
sont en blanc : le groupement phosphate au centre de chaque sous-unité 
inclicnms lee cites catalutimes de l'ensvme (lec ormunemente nhnenbhate 


ture de la phosphorvluse b, malgré l'absence de phosphate lié à 
Ser 14, est très proche de celle de la phosphorylase a (Fig. 18- 
2). Les deux structures présentent deux domaines, un domaine 
N-terminal (résidus 1-484: un des domaines les plus grands 
connus), et un domaine C-terminal (résidus 485-842). Le 
domaine N-terminal comprend un sous-domaine d'interface 
(résidus 1-315), qui inclut le site de modification covalente (Ser 
14), le site pour les cffecteurs allostériques, et toutes les zones 
de contact entre sous-unités du dimère ; et un sous-domaine de 
liaison du glycogène (résidus 316-484) qui contient le «site 
d'attente du glycogène » (cf, ci-dessous). Le site catalytique est 
situé au centre de la sous-unité où ces deux sous-domaines 
convergent avec le domaine C-terminal. Nous étudierons, dans 
la Section 18-3, le comportement allostérique de la glycogène 
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liés à Ser 14 des deux sous-unités sont cachés dans cette représentation), 
les deux chaînes de maltoheptaose sont liées à chaque site d'attente du 
glycogène, et les AMP à l'arnière de la protéine indiquent les sites de 
l'effecteur allostérique, [Avec la permission de Stephen Sprang, Univer- 
sity of Texas Southwest Medical Center.] (c) Un dessin d'interprétation à 
« faible résolution » de la Partie b montrant les différents sites de liaison 
des livcande de l'enrvme 


phosphorylase et les différences de conformation entre les phos- 
phorylasés a et b. 

Le glycogène forme une hélice de pas à gauche avec 6,5 rési- 
dus glucose par tour comme dans l'o-amylose (Fig. 11-17b). 
Une crevusse de 30 À de long environ à la surface du mono- 
mère de la phosphorylase ayant un rayon de courbure identique 
à celui du giycogène réunit le site d'attente du glycogène, qui 
lie le glycogène, au site actif, qui le phosphorolyse. Cette cre- 
vasse pouvant accueillir entre quatre et cinq résidus glucose en 
disposition linéaire mais étant trop étroite pour admettre des oli- 
gosaccharides ramifiés, il est facile de comprendre pourquoi la 
phosphorvlase ne peut hydrolyser des résidus glucose situés à 
moins de cinq unités d'un point de branchement. A est probable 
que le site d'attente du glycogène augmente l'efficacité cataly- 
tique de In phosphorylase en lui permettant de phosphorolyser de 
nombreux résidus glucose de la même particule de glycogène 
sans qu'elle ait à se dissocier et se réassocier complètement entre 
les cycles catalytiques. 


b Le phosphate de pyridoxal est un cofacteur 


indispensable de la phosphorylase 
La phosphorylase contient du pyridoxal-5-phosphate (PLP) 
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indispensable à son activité. Ce dérivé de la vitamine B, est lié par 
covalence à la phosphorylase par l'intermédiaire d’une base de 
Schiff avee Lys 679. Le PLP est lié de façon semblable à de nom- 
breuses enzymes impliquées dans le métabolisme des acides ami- 
nés. par exemple dans les réactions de transamination (Section 26- 
1A), Le mécanisme de participation du PLP dans la réaction de la 
phosphorylase doit différer de celui de ces enzymes car, 
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(—HC = N— — —H,C—NH—) est sans effet sur l'activité de la 
phosphorylase, alors qu'elle inactive les enzymes à PLP du méta- 
bolisme des acides aminés ; exemple curieux de l'opportunisme de 
la nature qui utilise un même cofacteur pour accomplir des réac- 
tions différentes. 

Des études approfondies sur la phosphorylase en présence 
d'analogues du PLP dans lesquels différentes parties de la molé- 
cule sont enlevées ou modifiées, ont montré que seul son groupe- 
ment phosphate participe au processus catalytique. Effectivement, 
les structures par rayons X de la phosphorylase montrent que seul 
le groupement phosphate du PLP est proche du site actif de l'en- 


zyme. Il est probable que ce groupement phosphoryle fonctionne 
comme un catalyseur acido-basique. 


c. Cinétique et mécanisme réactionnel 

La réaction catalysée par la phosphorylase aboutit à la rupture 
de la liaison C1—OI d'une unité glucosyle de glycogène située à 
l'extrémité non réductrice, ce qui donne du GIP. La configuration 
est conservée lors de la réaction, ce qui implique que la phospho- 
rolyse fait intervenir un double déplacement (deux substitutions 
nucléophiles séquentielles, chacune provoquant une inversion de 
configuration ; Fig. 16-6c) avec formation d'un intermédiaire cova- 
lent glucosyl-enzyme. Cependant, la cinétique de la réaction est de 
type Bi Bi aléatoire en équilibre rapide (Section 14-S), alors qu'on 
s’attendrait à une cinétique Ping-Pong compte tenu du mécanisme 
de double déplacement, De plus il n'a pas été possible de mettre 
en évidence l'intermédiaire covalent présumé. 

Un autre mécanisme (Fig. 18-3), compatible avec les données 
cinétiques, chimiques et structurales disponibles, débute par la for- 
mation d'un complexe ternaire enzyme : P, + glycogène, suivie de 
la formation d'un ion oxonium intermédiaire « abrité » identique à 
celui formé lors de la réaction du lysozyme (qui provoque égale- 
ment la rupture d'une liaison d'un polysaccharide ; Section 15- 
2B). La rupture de la liaison, avec pour conséquence la formation 
de l'ion oxonium, est facilitée par la protonation de l'oxygène gly- 
cosidique par le substrat P, (catalyse acide). L'absence, dans la 
phosphorylase, de groupements nucléophile ou carboxylate pro- 
téiques à proximité de la liaison glycosidique scissile rendrait 
impossible la formation d'un intermédiaire covalent comme pour 
le lysozyme. Cependant, la présence du groupement phosphoryle 
du PLP à une distance compatible avec l'établissement d'une liai- 
son hydrogène avec le P,. indique que la rupture de la liaison serait 
facilitée par la protonation simultanée du P, substrat par le grou- 
pement phosphoryle du PLP avec relais de proton. L'ion oxonium 
résultant (Fig. 18-3) est stabilisé par formation d'une paire ionique 
avec le P, anionique (catalyse électrostatique), qui disparaît ensuite 
pour permettre la formation du produit, le GIP, dans une réaction 
facilitée par la capture d'un proton du P, par le groupement phos- 
phoryle du PLP (catalyse basique). 

Ce mécanisme avec formation de l'ion oxonium est confirmé 
par le fait que la 1,5-gluconolactone 
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est un inhibiteur puissant de la phosphorylase. La 1,5-gluconolac- 
tone a la même conformation en demi-chaise que l'ion oxonium 
proposé, ce qui suggère qu'elle serait un analogue de l’état de tran- 
sition qui prendrait la place de l'ion oxonium dans le site actif de 
l'onvmenmme Cantine 1€ 1EN 


FIGURE 18-3 Mécanisme réactionnel de la réaction catalysée 
par la glycogène phosphorylase. lci PL = groupement pyridoxal 
lié à l'enzyme ; BH* = une chaîne latérale d'acide aminé chargée 
positivement, celle de Lys 568, nécessaire pour 
assurer l'électroneutralité du PLP. (1) Formation d'un complexe 
ternaire E - P,' glycogène. (2) Formation d'un intermédiaire ion 
oxonium protégé à partir du résidu glucosyle @-terminal impli- 
quant une Catalyse acide par P, et facilitée par le transfert de pro- 
ton du PLP. L'ion oxonium présente la conformation en demi- 
chaise, (3) Réaction entre P, et l'ion oxonium avec conservation 
intégrale de la configuration du C1 pour donner de l'a-b-glucose- 
1-phosphate. Le glycogène, avec un résidu en moins, subit à nou- 
veau le cycle de ces réactions, 


B. La phosphoglucomutase 


La phosphorylase transforme les unités glucosyle du glycogène en 
GIP, converti ensuite en G6P par la phosphoglucomutase, soit 
pour alimenter la glycolyse dans le muscle, soit pour être hydro- 
lysé en glucose dans le foie, La structure par rayons X de la phos- 
phoglucomutase de muscle de lapin montre que le site actif de 
cette enzyme monomérique de 561 résidus est en grande partie 
enfoui au fond d'une crevasse particulièrement profonde de l’en- 
zyme. La réaction de la phosphoglucomutase est en tous points 
comparable à celle catalysée par la phosphoglycérate mutase (Sec- 
tion 17-2H). Un groupement phosphoryle est transféré de la phos- 
phoenzyme active au G1P, formant ainsi le glucose-1,6-bisphos- 
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le G6P (Fig. 18-4). Une différence importante entre cette enzyme 
et la phosphoglycérate mutase vient de ce que le groupement phos- 
phoryle de la phosphoglucomutase est lié par covalence à un grou- 
pement hydroxyle d'une Ser et non à l'azote d'un imidazole d'une 
His 


Il arrive que le G1,6P se dissocie de la phosphoglucomutase, ce 
qui entraîne l'inactivation de l’enzyme. La présence de faibles quan- 
tités de G1,6P est donc nécessaire pour maintenir l'enzyme active à 
100 %. Ce produit est fourni par la phosphoglucokinase, qui cata- 
lyse la phosphorylation du groupement C6-—OH du G1P par l'ATP, 


C. L'enzyme débranchante 


L'enzyme de débranchement du glycogène, ou enzyme débran- 
chante, agit comme une œ(1 — 4) transglycosylase (ou glycosyl 
transférase) en transférant une unité trisaccharidique à liaisons 
(1 —> 4) d'une « branche limite » de glycogène à l'extrémité non 
réductrice d’une autre branche (Fig. 18-5). Il s'ensuit la création 
d'une nouvelle liaison G(1 —> 4) avec trois unités supplémentaires 
disponibles pour la phosphorolyse catalysée par la phosphorylase. 
La liaison a(l — 6) qui unit le résidu glucosyle restant à la 
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FIGURE 18-5 Réaction catalysée par l'enzyme 
débranchante. L'enzyme transfère trois résidus 
glucose liés par des liaisons œ(1—+4) depuis une 
« branche limite » du glycogène sur l'extrémité 
non réductrice d'une autre branche. La liaison 
a(1—6) du résidu subsistant au point de branche- 
ment est hydrolysée par l'enzyme débranchante 
pour donner du glucose libre. La nouvelle 
branche allongée va être dégradée par la glyco- 
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branche centrale est hydrolysée (et non phosphorolysée) par la 
même enzyme débranchante pour donner du glucose et du glyco- 
gène sans branchement. Donc, l’enzyme débranchante a des sites 
actifs différents, pour la réaction de la transférase et pour la réac- 
tion de l'a(l — 6) glucosidase, Le fait que les deux activités cata- 
lytiques sont portées par la même enzyme augmente sans aucun 
doute l'efficacité du processus de débranchement. 

La vitesse maximum de la réaction de la glycogène phospho- 
rylase est très supérieure à celle de la réaction de l’enzyme débran- 
chante. Par conséquent, les branches les plus périphériques du gly- 
cogène, qui représentent environ la moitié de ses résidus, sont 
dégradées en quelques secondes dans le muscle en cas de besoins 
métaboliques intenses. La dégradation plus avant du glycogène 
implique l'intervention de l'enzyme débranchante et se fait donc 
plus lentement. Cela explique en partie qu'un muscle ne peut sou- 
tenir un effort maximum que pendant quelques secondes. 


D.Thermodynamique du métabolisme du 
glycogène : nécessité de voies de synthèse et de 
dégradation séparées 


Le AG°" (AG dans les conditions biochimiques standard) de la réac- 
tion de la phosphorylase est de + 3,1 kJ + mol'"!, ce qui signifie (cf. 
Eq. [3.15]) que cette réaction est à l'équilibre (AG = 0) à 25 °C 
quand [P.JAG1P] = 3,5. Cependant, dans la cellule, ce rapport de 
concentration varie entre 30 et 100, d'où une valeur de AG com- 
prise entre -5 et -8 kJ + mol”! : autrement dit, dans des conditions 
physiologiques, la dégradation du glycogène est exergonique. La 
synthèse de glycogène à partir de GIP dans des conditions physio- 
logiques est donc thermodynamiquement défavorable sans un 
apport d'énergie libre, Par conséquent, a glycogenèse et la glyco- 
génolyse doivent se faire par des voies séparées. Nous rencontrons 
ainsi une stratégie métabolique classique : les voies de biosynthèse 
et de dégradation sont presque toujours différentes (Section 16-1). 
Cela pour deux raisons essentielles. Premièrement, comme déjà vu, 
il se peut que les deux voies doivent fonctionner avec des concen- 
trations en métabolites in vivo identiques. Cette situation est ther- 
modynamiquement impossible si une des voies n'est que l'autre 
voie en sens inverse, Deuxième raison, aussi importante, les réac- 
tions catalysées par des enzymes différentes peuvent être régulées 
indépendamment, ce qui permet un ajustement très précis du flux 
métabolique. Nous avons déjà vu un exemple de ce genre dans la 
glycolyse: la formation de fructose-1,6-bisphosphate (F1,6P) à 
partir de fructose-6-phosphate (F6P) est catalysée par la phospho- 
fructokinase (PFK ; Section 17-4B), tandis que le processus inverse 
(hydrolyse du F1,6P) est assuré par la fructose bisphosphatase 
(FBPase). Un contrôle indépendant de ces deux enzymes permet 
une régulation précise du flux glycolytique. 

Le métabolisme du glycogène, comme la glycolyse, est parfai- 
tement régulé par le contrôle indépendant des voies de synthèse et 
de dégradation. Dans la section suivante, nous étudions le méca- 
nisme de la glycogenèse puis, dans la Section 18-3, celui du 
contrôle du métabolisme du glycogène. 


2 & SYNTHÈSE DU GLYCOGÈNE 
Bien que les arguments thermodynamiques développés dans la 


glycogène doivent se faire par des voies séparées, ce ne sont pas 
ces arguments qui ont conduit à accepter cette idée. C'est plutôt 
l'élucidation de la cause de la maladie de McArdle, maladie héré- 
ditaire rare qui affecte la mise en réserve de glycogène et provoque 
des crampes musculaires douloureuses après un effort intense 
(Section 18-4), Le tissu musculaire des personnes atteintes de cette 
maladie n'a pas d'activité glycogène phosphorylase et ne peut 
donc pas dégrader le glycogène. Toutefois, leurs muscles contien- 
nent des quantités relativement importantes de glycogène normal. 
Il semble donc évident que les voies de synthèse et de dégradation 
du glycogène sont différentes. 

La conversion directe de GIP en glycogène et P, étant thermo- 
dynamiquement défavorable (AG > 0) quelles que soient les 
concentrations physiologiques en P,, la glycogenèse nécessite une 
étape exergonique supplémentaire. Comme l'a montré Luis Leloir 
en 1957, celle-ci résulte de la réaction entre le GIP et l'uridine tri- 
phosphate (UTP) pour former de l'uridine diphosphate glucose 
(UDP-glucose ou UDPG): 
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Le caractère « riche » en énergie de l'UDPG lui permet de fournir 
«spontanément » des unités glucosyle à la chaîne de glycogène 
croissante, 

Les enzymes catalysant les trois réactions de la glycogenèse 
sont l'UDP-glucose pyrophosphorylase, la glycogène synthase, 
et l'enzyme branchante. Dans cette section, nous étudions les 
réactions catalysées par ces trois enzymes. Le mécanisme du 
contrôle de ces enzymes fera l'objet de la Section 18-3. 


A. L'UDP-glucose pyrophosphorylase 


L'UDP-glucose pyrophosphorylase catalyse la réaction entre le 
G1P et l'UTP (Fig. 18-6). Dans cette réaction, l'oxygène du grou- 
pement phosphoryle du G1P attaque le phosphore en & de l'UTP 
pour donner de l'UDPG et du PP,. Le AG°” de cet échange de pyro- 
phosphate est, comme prévu, proche de zéro. Cependant, le PP, 
formé est hydrolysé dans une réaction très exergonique catalysée 
par la pyrophosphatase inorganique omniprésente. La réaction glo- 
bale de la formation de l'UDPG est donc très exergonique : 


AG°’ (kJ * mol ?) 
G1P + UTP =— UDPG + PP, —0 
H,0 + PP, == 2P, -33,5 
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FIGURE 18-6 Réaction catalysée par l'UDP-glucose pyrophosphory- 
lase. 11 s'agit d'un échange de pyrophosphate où un oxygène du groupe- 
ment phosphoryle du G1P attaque l'atome de phosphore en & de l'UTP 

pour former de l'UDPG et du PP, qui sera rapidement hydrolysé par la 
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FIGURE 18-7 Réaction catalysée par la glycogène synthase, Cette 
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L'hydrolyse d'un nucléoside triphosphate avec formation de PP, 
est une stratégie courante dans les réactions de biosynthèse. 
L'énergie libre libérée lors de l'hydrolyse du PP, est utilisée en 
même temps que celle issue de l'hydrolyse du nucléoside triphos- 
phate ce qui permet à une réaction qui serait endergonique de se 
faire complètement (Section 16-4C), 


B. La glycogène synthase 


Dans l'étape suivante de la glycogenèse, catalysée par la glycogène 
synthase, l'unité glucosyle de l'UDPG est transférée au groupement 
C4—OH d'une des extrémités non réductrices du glycogène pour 
établir une liaison glycosidique o( 1 — 4) (Fig. 18-7). La réaction de 
la glycogène synthase, comme celles de la glycogène phosphorylase 
et du lysozyme, ferait intervenir un état de transition (ou un intermé- 
diaire) ion oxonium glucosyle car la réaction est également inhibée 
par la 1,5-gluconolactone, un analogue dont la conformation simule 
la géométrie en demi-chaise de l'ion oxonium. 

Le AG° de la réaction catalysée par la glycogène synthase est 
de -13,4 kJ : mol°!, rendant la réaction globale spontanée dans les 
mêmes conditions que celles qui permettent à la réaction de dégra- 
dation du glycogène par la phosphorylase d'être également sponta- 
née. Les vitesses des deux réactions peuvent donc être contrôlées 
indépendamment, moyennant cependant un coût énergétique. En 
effet, pour chaque molécule de GIP incorporée dans le glycogène 
puis régénérée, une molécule d'UTP est hydrolysée en UDP et P, 
La synthèse et la dégradation cyclique du glycogène n'est donc pas 
une « machine » à mouvement perpétuel mais plutôt un « moteur » 
actionné par l'hydrolyse de l'UTP. La régénération de l'UTP est 
assurée par une réaction de transfert de groupement phosphate 
catalysée par la nucléoside diphosphate kinase (Section 28-1B): 


UDP + ATP == UTP + ADP 
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ce qui fait que l'hydrolyse de l'UTP est équivalente, énergétique- 
ment parlant, à l’hydrolyse de l'ATP. Cette réaction implique un 
mécanisme Ping-Pong dans lequel un résidu His du site actif est 
phosphorylé transitoirement sur sa position N; comme dans la 
réaction de la phosphoglycérate mutase lors de la glycolyse (Sec- 
tion 17-2H). 

La glycogène synthase ne peut catalyser la formation d'une 
liaison entre deux résidus glucose ; elle ne peut qu'allonger une 
chaîne de glucane à liaisons a(1 — 4) déjà existante. Comment est 
donc initiée la synthèse de glycogène ? De fait, la première étape 
de la glycogenèse est la liaison auto-catalysée d'un résidu glucose 
au groupement OH de Tyr 194 d'une protéine appelée glycogé- 
nine. La glycogénine, découverte par William Whelan, ajoute 
ensuite à la chaîne de glucane jusqu'à sept résidus glucose sup- 
plémentaires fournis sous forme d'UDPG, formant ainsi une 
«amorce » d'initiation de la glycogenèse. Ce n’est qu'à ce stade 
qu'intervient la glycogène synthase, qui va allonger progressive- 
ment l’« amorce » tout en étant fortement complexée à la glycogé- 
nine. Cependant, ces deux protéines se dissocient lorsque le gra- 
nule en formation atteint une taille minimum. L'analyse de 
granules de glycogène a montré que la glycogène synthase et la 
glycogénine se trouvaient dans un rapport de 1 : 1. Cela implique 
que chaque molécule de glycogène n'est associée qu'à une molé- 
cule de glycogène synthase et une molécule de glycogénine. 


C. L'enzyme branchante 


La glycogène synthase ne catalyse que la formation de liaisons 
a(l — 4), ce qui donne de l'œ-amylose. La structure branchée du 


chaines terminales de glycogène 
à liaisons a (1—+ 4) 


glycogène est obtenue par une autre enzyme, l'amylo-(1,4 1,6)- 
transglycosylase (enzyme branchante), qui est différente de l'en- 
zyme débranchante. Les branches sont formées par le transfert de 
segments de chaîne terminaux contenant environ 7 résidus gluco- 
syle sur les groupements C6—OH de résidus glucose de la même 
chaîne ou d'une autre chaîne de glycogène (Fig. 18-8). Chaque 
segment transféré doit provenir d’une chaîne d'au moins 11 rési- 
dus, et le nouveau point de branchement doit se trouver à plus de 
quatre résidus d'autres points de branchement. 

Le débranchement (Section 18-1C) implique la rupture et la 
reconstitution de liaisons glycosidiques a(1 —> 4) et l'hydrolyse 
de liaisons glycosidiques (1 —> 6); le branchement, de son côté, 
implique la rupture de liaisons (1 —> 4) et la formation de liai- 
sons al —» 6). Le besoin d'hydrolyser des liaisons glycosi- 
diques a(l —> 6) plutôt que les convertir en liaisons a(l — 4), 
s'explique par la thermodynamique du système. La variation 
d'énergie libre de l'hydrolyse d'une liaison i 
a(l —> 4) est égale à -15,5 kJ + mol!, tandis que celle d’une 
liaison glycosidique œ(1 — 6) n'est que de -7,1 kJ + mol°!, Par 
conséquent, l'hydrolyse d'une liaison a(1 —> 4) entraîne la syn- 
thèse d'une liaison glycosidique a(1 — 6), alors que la réaction 
inverse est endergonique. 


a. Les particules de glycogène facilitent la mobilisation du 


Le rôle biologique du glycogène est de stocker la plus grande 
densité possible d'unités glucose tout en permettant leur mobili- 
sation rapide en cas de besoin métabolique. À cette fin, trois 
paramètres doivent être optimisés : le nombre d'étages de bran- 


FIGURE 18-8 Le branchement du glycogène. Les branches sont for- 
mées par transfert d'un segment terminal de sept résidus d'une chaîne de 
glucane à liaisons (1-4) au groupement C6—OH d'un résidu glucose 
de la même chaîne ou d'une autre chaîne. 
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chement de la molécule de glycogène, le nombre de branches 
par étage, et la longueur moyenne de chaîne par branche. Pour 
une molécule de glycogène avec un nombre donné de résidus, le 
nombre de branches extérieures desquelles le glucose peut être 
libéré avant débranchement, diminue lorsque la longueur 
moyenne de la chaîne augmente (se rappeler que le débranche- 
ment est plus lent que la phosphorolyse). Cependant, les molé- 
cules à chaîne plus longue possèdent un plus grand nombre de 
résidus glucose pouvant être libérés par phosphorolyse entre les 
points de branchement. Puisque la densité des branches les plus 
extérieures est limitée pour des raisons stériques, la taille maxi- 
mum d'une molécule de glycogène diminue lorsque le nombre 
moyen de branches par étage augmente. Les particules matures 
de glycogène de nombre d'animaux ont -12 étages de branches, 
-2 branches par étage, et -13 résidus par branche, Des considé- 
rations mathématiques suggèrent que ces valeurs sont quasi opti- 
males pour mobiliser la plus grande quantité de glucose en un 
minimum de temps. 


3 B CONTRÔLE DU MÉTABOLISME DU 
GLYCOGÈNE 


Nous venons juste de constater que la glycogenèse et la glycogé- 
nolyse sont toutes deux exergoniques dans les mêmes conditions 
physiologiques, Cependant, si les deux voies fonctionnaient simul- 
tanément, il s'ensuivrait une hydrolyse d'UTP en pure perte. On 
retouve donc une situation analogue à celle déja vue avec le cycle 
des substrats de la phosphofructokinase et de la fructose bisphos- 
phatase (Section 17-4F). La glycogène synthase et la glycogène 
phosphorylase doivent donc être contrôlées rigoureusement afin 
que le glycogène soit synthétisé ou dégradé selon les besoins cel- 
lulaires. C'est donc ce mécanisme de contrôle assez surprenant que 
nous allons étudier ici. Il implique non seulement des contrôles 
allostériques et des cycles de substrat mais aussi des modifications 
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covalentes enzymatiques aussi bien de la glycogène synthase que 
de la glycogène phosphorylase, Les réactions de modifications 
covalentes sont elles-mêmes sous contrôle hormonal par le biais 
d'une cascade enzymatique. 


A. Contrôle allostérique direct de la glycogène 
phosphorylase et de la glycogène synthase 


Nous avons vu dans la Section 17-4B que le flux net de substrats, 
J, d'une réaction d'une voie métabolique est égal à la différence 
des vitesses des réactions en sens direct et en sens inverse, v, el v,. 
La variation du flux de n'importe quelle réaction suite à une varia- 
tion de la concentration de substrat(s) est maximum quand la réac- 
tion est proche de l'équilibre (v,= v,; Eq. [17.4]). Il s'ensuit que 
le flux d’une réaction proche de l'équilibre ne peut être contrôlé. 
Cependant, comme nous l'avons vu dans le cas de la PFK et de la 
FBPase, le contrôle précis du flux d'une voie métabolique est pos- 
sible quand, à une enzyme de la voie fonctionnant loin de l'équi- 
libre, est opposée l'enzyme de la réaction inverse contrôlée sépa- 
rément. Dans ce cas, v, et v, varient indépendamment l'une de 
l'autre. De fait, dans ces conditions, même le sens du flux est 
contrôlé si v, peut être supérieure à v,. On retrouve exactement 
cette situation dans le métabolisme du glycogène où s'opposent les 
réactions catalysées.par la glycogène phosphorylase et la glyco- 
gène synthase. Les vitesses de ces deux réactions sont contrôlées 
par différents effecteurs allostériques dont l'ATP, le G6P et 
l'AMP. Dans le muscle, la glycogène phosphorylase est stimulée 
par l’AMP et inhibée par l'ATP et le G6P (Fig. 18-9, à gauche). 
De son côté, la glycogène synthase est stimulée par le G6P. Si la 
demande en ATP est importante ([ATP] et [G6P] faibles, [AMP] 
élevée), la glycogène phosphorylase est stimulée et la glycogène 
synthase inhibée, d'où stimulation de la glycogénolyse. Quand 
[ATP] et [G6P] sont élevées, l'inverse se produit et la glycogenèse 
est favorisée. 


FIGURE 18-9 Contrôle de l'activité de la gly- 
cogène phosphorylase. L'enzyme peut prendre 
la conformation T enzymatiquement inactive (en 
haut) ou la forme R catalytiquement active (en 
bas), La conformation de la phosphorylase b est 
sous le contrôle d'effecteurs allostériques comme 
l'AMP, l'ATP et le G6P et se trouve essentielle- 
ment dans l'état T dans les conditions physiolo- 
giques. Par contre, la forme modifiée de l'en- 
zyme, la phosphorylase a, est pratiquement 
insensible à ces effecteurs et se trouve essentiel- 
lement dans l'état R à moins que la [glucose] ne 
soit élevée. Dans les conditions physiologiques 
habituelles, l'activité enzymatique de la glyco- 
gène phosphorylase dépend principalement des 
vitesses de sa phosphorylation et de sa déphos- 
phorylation. Noter que seule la forme T de l'en- 
zyme peut être phosphorylée et déphosphorylée, 
si s Un que la liaison d'effecteur(s) affecte les 
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Glucose 


(b) 


Les différences structurales entre les conformations active 
(R) et inactive (T) de la glycogène phosphorylase (Fig. 18- 
10a) sont maintenant bien comprises dans le cadre du modèle 


FIGURE 18-10 Modifications conformationnelles de la glycogène 
phosphorylase. (a) Représentation en ruban d'une sous-unité de la gly- 
cogène phosphorylase b dimérique montrée (à gauche) dans l'état T en 
l'absence d'effecteurs allostériques et (à droite) dans l'état R avec de 
l'AMP lié. La représentation correspond à la sous-unité inférieure 
(orange) de la Fig. 18-2b « observée » du haut de la page. La tour en 
hélice est en bleu, l'hélice N-terminale en bleu-vert, et les résidus N-ter- 
minaux qui changent de conformation après fixation de l'AMP en vert. 
Parmi les groupements représemés en modèle compact, Ser 14, le site de 
phosphorylation, est vert pâle : l'AMP est orange ; le PLP du site actif est 
rouge ; la chaîne latérale de Arg 569, qui se réoriente lors de la transition 
T = R afin d'interagir avec le phosphate substrat, est bleu-vert : les rési- 
dus 282 à 284 de la « boucle des 280 », plutôt désorganisés et donc invi- 
sibles dans l’état R, sont blancs ; et les phosphates, celui du site actif et 
celui du site de phosphorylation Ser 14 dans l'état R (qui n'est montré ici 
que pour indiquer sa position dans la phosphorylase a) sont jaunes. (b) 
Région du dimère de la glycogène phosphorylase a proche de l'interface 
du dimère montrant les positions du groupement phosphate lié à Ser 14, 
de l'AMP lié au site de l'effecteur allostérique, et de la molécule de glu- 
cose liée au site actif, Vue le long de son axe de symétrie moléculaire 
d'ordre deux et donc semblable à celle de la Fig. 18-2b. Les résidus 6 à 
80 et 265 à 310 sont respectivement bleu-vert et bleu pour une sous- 
unité, et rose et magenta pour l'autre sous-unité. L'AMP et le glucose 
sont représentés en modèle compact avec C en vert, N en bleu foncé, O 
en rouge, et P en jaune, Le groupement phosphate de Ser 14 est égale- 
ment représenté en modèle compact avec O en orange et P en blanc. 
[Avec la permission de Stephen Sprang, University of Texas Southwes- 
term Medical Center, pour les coordonnées de la structure par rayons X.] 


l'enzyme à l'état T est enfoui, d'où une faible affinité pour 
ses substrats, alors que l’enzyme à l'état R a un site cataly- 
tique accessible et un site de liaison à forte affinité pour le 


L'AMP induit le changement conformationnel de la phos- 
phorylase T (inactif) — R (actif) en se liant au site allostérique 
de l’enzyme à l’état R (Fig. 18-9, à gauche). Ce faisant, les 
groupements adénine, ribose et phosphate de l'AMP se lient à 
des segments distincts de la chaîne polypeptidique, réunissant 
ainsi le site actif, l'interface entre les sous-unités et la région N- 
terminale (Fig. 18-10b), celle-ci ayant subi un déplacement 
conformationnel important (36 À pour Ser 14) par rapport à sa 
position dans l'enzyme à l’état T (Fig. 18-10). La liaison de 
l'AMP provoque également l'inclinaison et la séparation des 
tours en hélice de la glycogène phosphorylase (Fig. 18-2 et 18- 
10), ce qui permet un compactage plus favorable. Ces déplace- 
ments de structure tertiaire provoquent une transition concertée 
T — R, qui se traduit essentiellement par une rotation relative 
de l'ordre de 10° des deux sous-unités autour d'un axe à l’in- 
terface des sous-unités perpendiculaire à l'axe de symétrie 
d'ordre deux du dimère. La symétrie d'ordre deux de l’enzyme 
est ainsi conservée, en accord avec le modèle symétrique de l'al- 
lostérie. Le mouvement des tours en hélice déplace et perturbe 
une boucle (la boucle des 280, résidus 282-286), qui recouvre le 
site actif à l'état T empêchant ainsi l'accès du substrat. Il oblige 
également la chaîne latérale de Arg 569, située dans le site actif 
à proximité du groupement phosphoryle du PLP et du site de 
liaison du P,, à se déplacer, ce qui augmente l’affinité de liaison 
de l’enzyme pour son substrat anionique P, (Fig. 18-10a). 

Curieusement, l'ATP se lie aussi au site allostérique, mais 
à l'état T, d'où une inhibition plutôt qu’une stimulation du 
changement conformationnel T —> R. L'analyse structurale a 
montré que les groupements phosphate B et y de l'ATP se lient 
à l'enzyme afin de déplacer ses groupements ribose et phos- 
phate & par rapport à ceux de l'AMP, ce qui déstabilise l’état 
R. On comprend donc l'effet inhibiteur de l’ATP sur la phos- 
phorylase : il est en compétition avec l'AMP pour se lier à la 
phosphorylase, empêchant ainsi les déplacements relatifs des 
trois segments polypeptidiques indispensables à l'activation de 
la phosphorylase. 

À ces interactions allostériques s'ajoutent un système de 
contrôle encore plus sophistiqué où interviennent des modifica- 
tions covalentes (phosphorylation/déphosphorylation) de la glyco- 
gène phosphorylase et de la glycogène synthase. Ces modifications 
altèrent la structure de ces enzymes, d’où des réponses différentes 
aux régulateurs allostériques. Nous allons donc étudier le concept 
général des modifications covalentes et voir comment elles aug- 
mentent la sensibilité d’une voie métabolique à des variations de 
concentration en effecteur. Nous verrons ensuite les conséquences 
de ces modifications sur le métabolisme du glycogène. Nous pour- 
rons alors étudier en détail le contrôle allostérique du métabolisme 
du glycogène. 


B. Modifications covalentes des enzymes par 
cascades cycliques : amplification du « signal » 
effecteur 

La glycogène synthase et la glycogène phosphorylase peuvent cha- 

cune se trouver sous deux formes ayant des propriétés cinétiques et 

allostériques différentes, suite à une série complexe de réactions 
appelée cascade cyclique. L'interconversion entre ces différentes 


formes d'enzyme fait intervenir des modifications covalentes enzy- 
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Comparés à d'autres enzymes régulatrices, les systèmes d'en- 
zymes enzymatiquement interconvertibles : 

1. Peuvent répondre à un plus grand nombre de stimuli allos- 
tériques. 

2. Présentent une plus grande souplesse dans leurs systèmes de 
contrôle. 

3. Ont un potentiel amplificateur considérable en réponse aux 
variations des concentrations en effecteur. 


Ceci s'explique parce que les enzymes impliquées dans les modifi- 
cations covalentes (indirectement) réversibles des enzymes cibles 
sont elles-mêmes sous contrôle allostérique. Ainsi, une faible 
variation dans la concentration d'un effecteur allostérique d'une 
enzyme qui catalyse une modification pourra se traduire par une 
variation importante de concentration en enzyme cible active 
modifiée. La Fig. 18-11 représente une cascade cyclique de ce 


type. 


a. Description d’une cascade cyclique typique 

La Fig. 18-1la donne un schéma général d'une cascade 
cyclique où, par convention, la forme de l'enzyme cible la plus 
active est symbolisée par l'indice a et la forme la moins active par 
l'indice b. Dans cet exemple, la modification, en l'occurence la 
phosphorylation, active l'enzyme. Noter que les enzymes modifi- 
catrices, F et R, ne sont actives que lorsqu'elles sont liées à leurs 
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FIGURE 18-11 Une cascade enzymatique monocyclique. (a) Schéma 
général où F et R sont respectivement les enzymes qui phosphorylent et 
déphosphorylent l'enzyme cible E. Elles passent de leur conformation 
inactive à leur conformation active après liaison à leurs effecteurs allosté- 
riques respectifs, e, et «,. L'enzyme cible E est plus active sous la forme 
phosphorylée (E,) que sous la forme déphosphorylée (E,). Les flèches en 
pointillés symbolisent la catalyse des réactions indiquées, (b) Equations 
chimiques de l’interconversion des formes phosphorylée (E,,) et déphos- 
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effecteurs allostériques respectifs e, et e,. Les mécanismes ciné- 
tiques qui permettent les interconversions entre formes non modi- 
fée et modifiée de l'enzyme cible, E, et E, sont donnés dans la 
Fig. 18-11b. 

À l'état stationnaire, la fraction de E sous forme active, 
[E ME} (où [E],= {E,] + [E,] est la concentration totale d'en- 
zyme) détermine la vitesse de la réaction catalysée par E. Cette 
fraction dépend des concentrations totales des enzymes modifica- 
trices, [F}7 et [R}r, des concentrations de leurs effecteurs allosté- 
riques, e, et e,, des constantes de dissociation de ces effecteurs, K, 
et K;. des constantes de dissociation du substrat, K, er K,, des 
enzymes cibles, ainsi que des constantes de vitesse, 4, et &,, pour 
les interconversions elles-mêmes (Fig. 18-11). L'ensemble de ces 
relations est, sans aucun doute, très complexe, Néanmoins, on peut 
montrer que, dans une cascade cyclique, une faible variation de la 
concentration de e,, l’effecteur allostérique de l'enzyme modifica- 
trice F, peut provoquer une variation beaucoup plus importante de 
[E,VIE}r, la fraction de E sous forme active. Autrement dit, Je rôle 
de la cascade est d'amplifier la réponse du système à un effecteur 
allostérique. 

Jusqu'à maintenant, nous n'avons envisagé la modification 
covalente que d'une seule enzyme, une cascade monocyclique. 
Imaginons une cascade bicyclique où la modification covalente 
affecterait l’une des enzymes modificatrices (F), et en plus, l'en- 
zyme cible (E) (Fig. 18-12). Comme on peut s'y attendre, le poten- 
ticl d'amplification d'un «signal, » e,, ainsi que la souplesse du 
contrôle d'un tel système, sont considérables. 

Les activités de la glycogène phosphorylase et de la glycogène 
synthase sont toutes les deux contrôlées par des cascades bicy- 
cliques. Examinons maintenant les interconversions enzymatiques 
impliquées dans ces cascades bicycliques. Nous nous intéresserons 
plus particulièrement aux modifications covalentes de la glycogène 
phosphorylase et de la glycogène synthase, aux conséquences 
structurales de ces modifications covalentes, et à l'influence de ces 
changements de structure sur les interactions de leurs effecteurs 
allostériques, Ensuite, nous considèrerons les cascades cycliques 
comme un tout, en étudiant les différentes enzymes modificatrices 
impliquées et leurs «derniers» effecteurs allostériques. Enfin, 
nous verrons comment les différentes cascades cycliques du méta- 
bolisme du glycogène fonctionnent dans différentes situations phy- 
siologiques. 


C. Cascade bicyclique de la glycogène 
phosphorylase 


En 1938, Carl et Gerti Cori découvrirent que la glycogène phos- 
phorylase existe sous deux formes, la forme b qui a besoin d'AMP 
pour être active, et la forme a active sans AMP. Cependant, ce n'est 
qu'en 1959, grâce au développement des techniques de chimie des 
protéines, que Edwin Krebs et Edmund Fischer montrèrent que les 
phosphorylases a et b correspondent respectivement à des formes 
de la protéine dont la Ser 14 est respectivement phosphorylée ou 
déphosphorylée enzymatiquement. 


a. La glycogène phosphorylase : l'enzyme cible de la 
cascade 
L'activité de la glycogène phosphorylase est, comme nous 
l'avons vu, contrôlée allostériquement par l'AMP qui la stimule et 
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FIGURE 18-12 Une cascade enzymatique bicyclique. Voir la légende 
de la Fig. 18-11 pour la définition des symboles. Dans une cascade bicy- 
clique, l'une des enzymes modificatrices (F,) est également l'objet d'une 
modification covalente. Elle est actifve dans l'état modifié (F,,) et inac- 
tive dans l'état non modifié (F,,). 


contrôle allostérique, s'ajoute un autre contrôle par interconversion 
enzymatique grâce à une cascade bicyclique sous la dépendance de 
trois enzymes (Fig. 18-12 et 18-13, à gauche): 


1. La phosphorylase kinase, qui phosphoryle spécifiquement 
la Ser 14 de la glycogène phosphorylase b (Fig. 18-12, enzyme 
E;). 

2. La protéine kinase A (PKA ou protéine kinase AMPc- 


dépendante), qui phosphoryle et, ce faisant, active la phosphory- 
lase kinase (Fig. 18-12, enzyme F,). 


3. La phosphoprotéine phosphatase-1, qui déphosphoryle et 
ainsi inactive la glycogène phosphorylase a et la phosphorylase 
kinase (Fig. 18-12, enzymes R, et R;). 


Dans un système d'enzymes interconvertibles, la forme « modi- 
fiée » de l'enzyme porte le préfixe m et la forme « originale » (non 
modifiée) porte le préfixe o, tandis que les formes de l'enzyme plus 
active et moins active sont affublées respectivement des suffixes a 
et b. Dans cet exemple, l'o-phosphorylase b (non modifiée, moins 
active) est la forme sous contrôle allostérique de l'AMP, de l’ATP 
et du G6P (Fig. 18-9, à gauche). La phosphorylation qui donne la 
m-phosphorylase a (modifiée, plus active) ne fait qu'’annuler l'in- 
fluence de ces effecteurs allostériques. Selon le modèle symétrique 
de l’allostérie (Section 10-4B), la phosphorylation de Ser 14 
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FIGURE 18-13 Représentation schématique des principaux systèmes 
de modification impliqués dans le contrôle du métabolisme du glyco- 
gène dans le muscle. Les systèmes de modification (phosphorylation) 
sont ombrés en jaune, les systèmes de démodification (déphosphoryla- 
tion) sont ombrés en violet, et les enzymes/inhibiteurs actifs sont ombrés 
en vert et les enzymes/inhibiteurs inactifs sont ombrés en orange, Les 
flèches pointillées en jaune et en pourpre indiquent les catalyses des réac- 
tions de modification et de démodification, Noter que l'activité de la gly- 


phosphoryle de Ser 14 de la phosphorylase a se comporte comme 
un activateur allostérique : il forme deux paires d'ions avec les 
chaînes latérales de deux Arg de la sous-unité opposée, rassem- 
blant ainsi les sous-unités de la même manière que l'AMP quand 
il se lie fortement à un site entre les sous-unités (Fig. 18-10b), 
Dans la cellule au repos, les concentrations en ATP et en G6P 
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cogène phosphorylase est contrôlée par une cascade bicyclique (d 
gauche) et que l’activité de la glycogène synthase est contrôlée à la fois 
par une cascade bicyclique et une cascade monocyclique (à droite). Par 
convention, la forme modifiée d'une enzyme ponte le préfixe m et La 
forme non modifiée (originale) porte le préfixe o. Les formes plus active 
et moins active portent respectivement les suffixes a et b. Le contrôle par 
modification covalente de la phosphoprotéine phosphatase-1 est schéma 
tisé dans la Fig. 18-21. 


niveau d'activité phosphorylase dépend essentiellement de la frac- 
tion d'enzyme sous la forme phosphorylase a. La fraction d'en- 
zyme phosphorylée (E,) à l'état stationnaire dépend des activités 
relatives de la phosphorylase kinase (F,), de la protéine kinase A 
(F,), et de la phosphoprotéine phosphatase-1 (R, et R;). Cette 
interdépendance est particulièrement bien élaborée pour la glyco- 
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b. La protéine kinase AMPc-dépendante : un lien 
régulateur stratégique 

La phosphorylase kinase, qui transforme la phosphorylase b en 
phosphorylase a, est elle-même l'objet d'une modification cova- 
lente (Fig. 18-13). Pour que la phosphorylase kinase soit active à 
100 %, des ions Ca?* doivent être présents (cf. ci-dessous) et la 
protéine doit être phosphorylée. 

Aussi bien pour la glycogène phosphorylase que pour la gly- 
cogène synthase, le signal intracellulaire primaire, e,, est l'adé- 
nosine-3’,5'-monophosphate cyclique (3’,5'-AMP cyclique ou 
AMPc). La concentration intracellulaire d'AMPc dépend du rap- 
port entre la vitesse de sa synthèse par l'adénylate cyclase (AC) 
et celle de son hydrolyse en 5'-AMP par une phosphodiestérase 
spécifique (Section 19-2E) : 
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L'AC, à son tour, est stimulée par certaines hormones (Section 18- 
3E et 19-2D). 

L'AMPc est absolument indispensable pour que la PKA soit 
active. La PKA est une enzyme qui phosphoryle des résidus Ser 
etlou Thr spécifiques de nombreuses protéines cellulaires, dont la 
phosphorylase kinase et la glycogène synthase. Toutes ces pro- 
téines présentent une séquence consensus pour la PKA, Arg-Arg- 
X-Ser/Thr-Y, dans laquelle Ser/Thr est le site de phosphorylation, 
X est un résidu de petite taille, et Y un gros résidu hydrophobe. En 
l'absence d'AMPc, la PKA est un hétérotétramère inactif formé de 
deux sous-unités régulatrices (R) et de deux sous-unités cataly- 
tiques (C), soit RC. En se liant aux sous-unités régulatrices de la 
PKA, l’AMPc provoque la dissociation des monomères cataly- 
tiques qui deviennent alors actifs (Fig. 18-13 ; en haut). La concen- 
tration intracellulaire en AMPc détermine la fraction de PKA 
active et donc la vitesse à laquelle elle phosphoryle ses substrats. 
En fait dans tous les exemples connus chez les eucaryotes, les 
effets physiologiques de l'AMPc s'exercent via la stimulation de 
protéines kinases spécifiques. (N.d.T : on sait cependant depuis 
peu que l'AMPc peut aussi agir en stimulant un facteur d'échange 
du GTP (voir Section 19-2C) appelé Epac («Exchange protein 
activated by CAMP »). 

La structure par rayons X de la sous-unité C de 350 résidus de 
la PKA de souris complexée au Mg?*-ATP et à un peptide inhibi- 
teur de 20 résidus a été déterminée par Susan Taylor et Janusz 
Sowadski (Fig. 18-14), et celle d’un complexe identique de l’en- 
zyme de cœur de porc par Robert Huber. La sous-unité C, tout 
comme d’autres kinases de structure connue (cf. Fig. 17-5 et 17- 
15), a une structure bilobée. Le lobe N-terminal est composé d'un 
feuillet B de 5 segments et d'une hélice &, et le lobe C-terminal, 
plus grand, est constitué essentiellement d’une hélice &. Une pro- 
fonde crevasse entre les lobes est occupée par Mg*-ATP et par le 
segment de l'inhibiteur peptidique qui comporte la séquence 
consensus de 5 résidus ci-dessus. C'est donc dans cette crevasse 
que doit se trouver le site catalytique de la PKA. 

La sous-unité C de la PKA doit être phosphorylée sur Thr 197 
pour une activité maximum, Thr 197 fait partie de la boucle dite 
d'activation (résidus 184-208) localisée à l'entrée de la crevasse 
entre les domaines N- et C-terminaux de la PKA. Le groupement 
phosphate de Thr 197 interagit avec Arg 165, résidu conservé voi- 
sin de Asp 166, la base catalytique qui active, en vue de sa phos- 
phorylation, le groupement OH de Ser/Thr du substrat protéique. 
C'est ainsi que le groupement phosphate de Thr 197 de la PKA 
permet l'orientation des résidus du site actif. 

Les protéines kinases sont impliquées dans la transmission des 
signaux qui permettent aux hormones, aux facteurs de croissance, 
aux neurotransmetteurs et à certaines toxines de modifier les fonc- 
tions de leurs cellules cibles (Chapitre 19) et de contrôler les voies 
métaboliques. Environ 30 % des protéines des cellules de mammi- 
fères sont phosphorylées et, de fait, le séquençage du génome 
humain prédit 581 protéines kinases, représentant environ 1,7 % 
des gènes. Le millier de protéines kinases qui ont été séquencées 
partagent toutes un cœur catalytique conservé correspondant aux 
résidus 40-280 de la sous-unité C de la PKA. Beaucoup de pro- 
téines kinases, en plus de phosphoryler des cibles protéiques, sont 
elles-mêmes des phosphoprotéines dont l’activité est contrôlée par 
phosphorylation, souvent sur leur boucle d'activation. Cependant, 
puisque la PKA est normalement phosphorylée sur Thr 197, il 
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FIGURE 18-14 Structure par rayons X de la sous-unité catalytique 
(C) de la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) de souris. La pro- 
téine est complexée à l'ATP et à un segment peptidique de 20 résidus 
d'un inhibiteur naturel de la PKA, Le domaine N-terminal est en rose et 
le domaine C-terminal est en bleu-vert avec sa boucle d'activation en 
bleu clair, L'inhibiteur polypeptidique est en orange et sa séquence 
pseudo-cible, Arg-Arg-Asn-Ala-Île, est en magenta, l'Ala remplaçant ba 
Ser phosphorylable étant en gris (noter que la véritable séquence cible de 
l'enzyme est Arg-Arg-X-Ser/Thr-Y, où X est un résidu de petite taille, Y 
un résidu hydrophobe de grande taille, et Ser/Thr, qui est remplacée par 
Ala dans l'inhibiteur polypeptidique, est le résidu phosphorylé par l'en- 
zyme). L'ATP et le groupement phosphoryle de phosphoThr 197 sont 
représentés en modèle compact et les chaînes latérales des résidus essen- 
tiels à la catalyse, Arg 165, Asp 166 et Thr 197, sont en bâtonnets avec C 
en vent, N en bleu, O en rouge, et P en jaune, Noter que la séquence 
pseudo-cible de l'inhibiteur est très proche du groupement phosphate en 
+ de L'ATP, le groupement transféré par l'enzyme. [Sur base d'une struc- 
ture par rayons X déterminée par Susan Taylor et Janusz Sowadski, Uni- 
versity of Califomia at San Diego. PDBid 1 ATP] 


c. La sous-unité R de la PKA est un inhibiteur compétitif 

de sa sous-unité C 

La sous-unité R de la PKA est constituée de domaines bien dis- 
tincts, comme d'abord montré par protéolyse ménagée. Elle com- 
prend, en allant des extrémités N- à C-terminales, un domaine de 
dimérisation, un segment auto-inhibiteur, et deux domaines homo- 
logues en tandem, À et B, pour la liaison de l'AMPc. Dans le com- 
plexe R,C,, le segment auto-inhibiteur, qui ressemble au substrat 
peptidique de la sous-unité C, se lie dans le site actif de celle-ci 
(comme le fait le peptide inhibiteur dans la Fig. 18-14) de sorte à 
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FIGURE 18-15 Structure par rayons X de la sous-unité régulatrice 
(R) de la protéine kinase A (PKA) bovine, La protéine a été amputée 
des ses 91 résidus N-terminaux (où l'on trouve le domaine de dimérisa- 
tion) et est complexée à l'AMPc. La région N-terminale, qui comprend 
son segment auto-inhibiteur, est en magenta. le domaine A est en bleu- 
vent, et le domaine B en orange. Les molécules d'AMPc sont en modèle 
plein avec C en vert, N en bleu, O en rouge et P en jaune. [Sur base 
d’une structure par rayons X déterminée par Susan Taylor, University of 
California at San Diego. PDBid 1RGS.] 


Chaque sous-unité R lie deux AMPc de façon coopérative. 
Quand le domaine B est dépourvu d'AMPc, il masque le domaine 
À, qui ne peut donc lier l'AMPc. Cependant, la liaison de l'AMPc 
au domaine B déclenche un changement de conformation qui per- 
met au domaine À de lier l'AMPc, ce qui libère les sous-unités C 
du complexe, 

Taylor a déterminé la structure par rayons X de la sous-unité R 
dépourvue de ses 91 résidus N-terminaux et en complexe avec 
deux AMPc (Fig. 18-15). Bien que cette protéine tronquée ne 
puisse dimériser, elle forme en absence d'AMPc un complexe 
inactif avec la sous-unité C et, moyennant la liaison de l'AMPc, 
elle libère des sous-unités C actives comme le fait le dimère R;, 
intact. Comme prédit par des alignements de séquence, les 
domaines A et B se ressemblent au plan structural, ainsi qu'au 
régulateur transcriptionnel procaryote liant l'AMPc, appelé pro- 
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domaines À et B assurent le changement conformationnel qui 

«ouvre » le domaine A pour sa liaison de l'AMPc après liaison de 

celui-ci au domaine B. Les 21 premiers résidus du segment auto- 

inhibiteur, lequel est très sensible à la protéolyse dans la sous-unité 

R isolée, sont désordonnés dans la structure par rayons X. 

d. La phosphorylase kinase : coordination de l'activation 
de l'enzyme par [Ca] 

La phosphorylase kinase (PhK) est autant stimulée par des 
concentrations en Ca°* aussi faibles que 1077M que lorsqu'elle est 
activée par modification covalente. Cette enzyme de 1300 kD est 
formée de quatre sous-unités différentes qui constituent l'oligo- 
mère actif (4fBy6),. La sous-unité y isolée est active à 100 % (elle 
catalyse la transformation de la phosphorylase b en phosphorylase 
a), alors que les sous-unités &, B et à sont des inhibiteurs de la 
réaction catalytique. 

La sous-unité à, qui est en fait de la calmoduline (CaM), rend le 
complexe sensible aux ions Ca?*, Quand des ions Ca?* se lient aux 


FIGURE 18-16 Structure par rayons X de la calmoduline de testicule 
de rat. Cette protéine monomérique de 148 résidus présente deux 
domaines globulaires remarquablement similaires séparés par une hélice 
& à sept tours. Les résidus sont colorés selon la valeur des angles de 
conformation du squelette (6 et y: Fig. S-7): bleu-vent, angles compa- 
tibles pour hélice «& : vent, angles compatibles pour feuillet B: jaune, 
angles intermédiures entre hélice et feuillet ; et violet, angles compa- 
tibles pour hélice de pas à gauche. Les résidus Gly sont en blanc et l'ex- 
trémité N-terminale est en bleu. Les deux sites de liaison des ions Ca?* 
dans chaque domaine sont représentés par des sphères blanches, [Avec La 
permission de Mike Carson, University of Alabama at Birmingham. La 
structure par rayons X a été déterminée par Charles Bugg, University of 


quatre sites de liaison au Ca** de la CaM, cette protéine régulatrice 
ubiquitaire d'eucaryote subit un changement conformationnel 
important (cf, ci-dessous) qui stimule la phosphorylase kinase, La 
glycogène phosphorylase est alors phosphorylée et la glycogénolyse 
s'accélère. La signification physiologique de cette activation par les 
ions Ca** est que l’influx nerveux déclenche la contraction muscu- 
laire par le biais d’une libération de Ca?* provenant de réserves 
intracellulaires (Section 35-3C), Cette augmentation transitoire de 
la concentration cytosolique en ions Ca&* provoque à la fois la 
contraction musculaire et une augmentation de la glycogénolyse qui 
fournit le substrat de la glycolyse, laquelle, à son tour, permet la for- 
mation de l'ATP indispensable à la contraction musculaire. 


e. La calmoduline : un «commutateur » activé par les ions 

Ca? 

La calmoduline, protéine d'eucaryote ubiquitaire qui lie les 
ions Ca*, participe à de nombreux processus de régulation cellu- 
laire. Dans certains de ces processus, la CaM agit en tant que 
monomère ; dans d'autres, elle est une sous-unité de plus grosses 
protéines (p. ex. la PhK). La structure par rayons X de cette pro- 
téine très conservée de 148 résidus, déterminée par Charles Bugg, 
présente une forme curieuse en haltère où les deux domaines glo- 
bulaires de la CaM sont reliés par une hélice «& de sept tours (Fig. 
18-16). La CaM a deux sites de liaison de haute affinité pour Ca* 
sur chacun de ses domaines globulaires, formés tous les deux par 
des motifs pratiquement superposables hélice-boucle-hélice appe- 
lés mains EF (Fig. 18-17) et trouvés également dans d’autres pro- 
téines à Ca°* de structure connue, L'ion Ca?* dans chacun de ces 
sites forme un complexe de coordinence octaédrique avec des 
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FIGURE 18-17 Main EF, Les sites de liaison des ions Ca** de nom- 
breuses protéines sensibles à ces ions sont formés par des motifs hélice- 
boucle-hélice appelés mains EF, [D'après Kretsinger, R.H., Annw. Rev. 
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FIGURE 18-18 Structure obtenue par RMN de la (Ca?*),;-CaM de 
Drosophila melanogaster complexée avec son polypeptide cible de 26 
résidus dans la kinase de La chaîne légère de myosine (MLCK) de 
muscle squelettique de lapin. Le domaine N-1erminal de la CaM est 
bleu, son domaine C-terminal est rouge, le polypeptide cible est vert, et 
les ions Ca?* sont représentés par des sphères bleu-vert. (a) Vue du com- 
plexe où l'extrémité N-terminale du polypeptide cible est à droite, et (b) 
vue perpendiculaire observée depuis la droite de la Partie a, Dans les 
deux représentations, l'axe de pseudo-ordre deux qui relie les domaines 
N- et C-terminaux de la CaM est à peu près vertical. Noter que la partie 
médiane de la longue hélice centrale de la CaM non complexée (Fig. 18- 


atomes d'oxygène du squelette, des chaînes latérales de la boucle 
et une molécule d'eau associée à la protéine. 

La liaison des ions Ca?* à l'un ou l'autre des domaines de 
la CaM induit un changement de conformation qui dévoile une 
plage hydrophobe riche en Met jusqu'alors enfouie, Cette plage, 
à son tour, forme une liaison de forte affinité avec le domaine 
de liaison à la CaM de la sous-unité y de la phosphorylase 
kinase, ainsi qu'avec des domaines de liaison à la CaM de beau- 
coup d’autres protéines régulées par les ions Ca** (plusieurs de 
ces protéines peuvent interagir avec la CaM libre en solution), 
modulant ainsi les activités de ces protéines, Ces domaines de 
liaison à la CaM présentent peu d'homologie de séquence mais 
sont tous des hélices & amphiphiles basiques, De fait, des seg- 
ments d'environ 20 résidus de ces hélices, ainsi que des hélices 
amphiphiles synthétiques formées uniquement de résidus Leu, 
Lys et Trp, fixent le complexe Ca**-CaM aussi fortement que 
les protéines cibles elles-mêmes. 

Malgré la forme en extension de la CaM non complexée obser- 
vée par rayons X (Fig. 18-16), de nombreuses études ont montré 
que ses deux domaines globulaires peuvent se lier simultanément 
à une seule hélice cible. De toute évidence, l'hélice & centrale de 
la CaM sert de joint souple et non d'espaceur rigide, propriété qui, 
sans doute, augmente le nombre de séquences cibles auxquelles la 
CaM peut avoir accès. Ce point de vue s'appuie sur la structure par 
RMN (Fig. 18-18), obtenue par Marius Clore, Angela Gronenbom 
et Ad Bax, du complexe entre (Ca**),-CaM et son polypeptide 
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16) est déroulée et courbée (boucle inféneure dans b) de sorte que ka 
CaM prend la forme d’une protéine globulaire qui enferme complètement 
le polypeptide cible hélicoïdal à l'intérieur d'un tunnel hydrophobe, à la 
manière de deux mains tenant une corde (le polypeptide cible prend une 
conformation enroulée au hasard en solution), Cependant, les conforma- 
tions des deux domaines globulaires de la CaM ne sont pratiquement pas 
modifiées après formation du complexe. Manifestement, les ions Ca?* liés 
à la CaM permettent d'organiser et de stabiliser les conformations de liai- 
son de la cible et ses domaines globulaires. [D'après une structure par 
RMN réalisée par Marius Clore, Angela Gronenborn, et Ad Bax, Natio- 
nal Institutes of Health, PDBid 2BBM.] 


(MLCK ; homologue de la sous-unité C de la PKA, qui phospho- 
ryle et ainsi active les chaînes légères de la myosine, protéine mus- 
Cculaire ; Section 35-3D). En fait, la conformation en extension de 
l'hélice centrale de CaM de la Fig. 18-16 peut correspondre à un 
artefact provoqué par les forces de compactage du cristal, dans la 
mesure où deux tours au centre de l'hélice ne sont pas en contact 
avec d'autres parties de la protéine et sont donc exposés au maxi- 
mum au solvant (presque toutes les autres hélices & connues sont, 
au moins en partie, enfouies dans la protéine). De plus, un poly- 
peptide dont la séquence est celle de cette hélice prend, en solu- 
tion aqueuse, une conformation enroulée au hasard. Cependant, le 
bras flexible est essentiel à la fonction de la CaM : en présence de 
Ca*, les domaines individuels de la CaM (obtenus par clivage 
trypsique) peuvent, à haute concentration, se lier à leurs protéines 
cibles, mais sont incapables de les stimuler, à moins d'être en 
excès de plusieurs centaines de fois. 

Comment le complexe Ca*-CaM active-t-il ses protéines 
kinases cibles ? La MLCK présente un segment C-terminal dont la 
séquence ressemble à celle du polypeptide cible de la MLCK sur 
la chaîne légère de la myosine, mais qui n’a pas de site de phos- 
phorylation. Un modèle de la MLCK, obtenu d'après la structure 
par rayons X de la sous-unité C de la PKA (30 % identique), sug- 
gère fortement que ce peptide auto-inhibiteur inactive la MLCK en 
se liant à son site actif. De fait, l'excision par protéolyse ménagée 
du peptide auto-inhibiteur de la MLCK se traduit par une activa- 
tion permanente de cette enzyme. Le polypeptide cible lié à la 
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conséquent, la liaison du complexe C@*-CaM à son polypeptide 
cible déplace le peptide auto-inhibiteur de son site actif, ce qui 
active l'enzyme (Fig. 18-19). 

Il semble que d’autres protéines cibles du complexe Ca?*- 
CaM, y compris la sous-unité y de la phosphorylase kinase, soient 
activées de cette façon. Cette notion de mécanisme intrastérique 
s'appuie sur les structures par rayons X de deux protéines kinases 
homologues, la protéine kinase LT calmoduline-dépendante 
(CaMKÏ) et la « twitchin » kinase, La liaison de la séquence auto- 
inhibitrice à chacune d'elles ne diffère que par des détails, et les 
modalités générales de l’auto-inhibition et de la stimulation par le 
complexe Ca?*-CaM sont les mêmes. 

La sous-unité R de la PKÀ présente, comme nous l'avons vu, 
urfe séquence auto-inhibitrice analogue, adjacente à ses deux 
domaines de liaison à l'AMPc. Cependant il semble, dans ce cas, 
que le peptide auto-inhibiteur soit déplacé allostériquement du site 
actif de la sous-unité € après fixation de l'AMPc à la sous-unité R 
(qui ne présente pas de site de liaison pour le complexe Ca*- 
CaM). 


f. La sous-unité y de la phosphorylase kinase est contrôlée 
par plusieurs auto-inhibiteurs 

La sous-unité y de la phosphorylase kinase (386 résidus) com- 
prend un domaine kinase N-terminal, dont la séquence présente 
36% d'identité avec celle de la sous-unité C de la PKA, et un 
domaine régulateur C-terminal qui contient un peptide de liaison 
de la CaM auquel se superpose un segment auto-inhibiteur. Cette 
inhibition est levée par le complexe Ca*-CaM, comme schéma- 
tisé dans la Fig. 18-19. Ceci explique pourquoi l'activité cataly- 
tique du segment N-terminal de 298 résidus de la sous-unité y de 
la PhK appelé PhKy, (t pour tronqué) est comparable à celle de la 
PhK active à 100%, mais est insensible au Ca?* ou à des signaux 
de phosphorylation. 

La structure par rayons X de la PhKY, complexée à l'ATP et 
à un heptapeptide ressemblant au substrat naturel a été détermi- 
née par Johnson (Fig. 18-20). Elle montre, comme on s'y atten- 
dait, sa ressemblance avec la PKA (Fig. 18-14) ainsi qu'avec 
d'autres protéines Kinases de structure connue, y compris la 
CaMKI et la «twitchin» kinase. La comparaison de ces diffé- 
rentes structures permet de comprendre comment l'activité cata- 
lytique de la PhK est régulée. De nombreuses protéines kinases, 
la PKA incluse, sont activées par phosphorylation de résidus Ser, 
Thr et/ou Tyr de leur boucle d'activation. Comme montré à la 
Fig. 18-14, le résidu phosphorylé interagit avec un résidu Arg 
conservé qui assure ainsi une position adéquate au résidu Asp 
voisin, important pour la catalyse. Cependant, la sous-unité y de 
la PhK n'est pas phosphorylée. En fait, c'est le résidu Glu 182 
de sa boucle d'activation, dont la charge négative mime un grou- 
pement phosphate, qui localise correctement Asp 149 en inter- 
agissant avec Arg 148 (Fig. 18-20), Ainsi, le site catalytique de 
la PhK garde une conformation active, mais, en absence de Ca?*, 
il est inactivé par la liaison de son segment C-terminal auto-inhi- 
biteur. 

La PKA phosphoryle des sites des sous-unités & et B de la PhK 
(Fig 18-13). Ceci active la PhK à des concentrations en Ca?* beau- 
coup plus basses qu’autrement, et l'activité maximum en présence 
de Ca?* n'est atteinte que lorsque ces deux sous-unités sont phos- 
phorylées. La sous-unité p possède en fait u une séquence auto-inhi- 
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FIGURE 18-19 Schéma d'activation des protéines kinases Ca?*-CaM- 
dépendantes, Les kinases auto-inhibées possèdent une séquence 

« pseudo-substrat » N- ou C-terminale (rouge) qui se lie au site actif de 
l'enzyme (brun) où à proximité, et inhibe ainsi sa fonction. Ce segment 
auto-inhibiteur est très proche de la séquence de liaison pour la Ca— 
CaM ou s'y superpose. En conséquence, la Ca®-CaM (vert) se lie à cette 
séquence pour l'éloigner du site actif, ce qui stimule l'enzyme à phos- 
phoryler ses substrats protéiques (magenta). [D'après Crivici, A. and 
lkura, M, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 24, 88 (1995).] 


mation de sorte qu’elle ne puisse inhiber le site actif de la sous- 
unité y. Ceci expliquerait l'effet synergique de la phosphorylation 
et du Ca sur l’activité de la PhK: le complexe Ca?*-CaM 
séquestre le segment auto-inhibiteur de la sous-unité y, tandis que 
la phosphorylation de la sous-unité B écarte un second auto-inhi- 


biteur. On ignore cependant comment la phopshorylation de la 
sous-unité & module l’activité de la PhK. 


g. La phosphoprotéine phosphatase-1 

Les degrés de phosphorylation à l’état stationnaire de la plupart 
des enzymes impliquées dans les cascades cycliques sont le résul- 
tat des activités antagonistes de phosphorylation catalysées par les 
kinases et de déphosphorylation catalysées par des phosphopro- 
téines phosphatases. La phosphatase impliquée dans les cascades 
cycliques qui contrôlent la métabolisme du glycogène est la phos- 
phoprotéine phosphatase-1. Cette enzyme catalyse l'hydrolyse des 
groupements phosphoryle de la m-glycogène phosphorylase a, des 
deux sous-unités &t et B de la phosphorylase kinase et, comme nous 
allons le voir ci-dessous, de deux autres protéines impliquées dans 
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La sous-unité catalytique de la phosphoprotéine phosphatase-1 
(PP1), appelée PPle, hydrolyse en une étape des groupements 
phosphoryle de résidus Ser/Thr. La structure par rayons X de la 
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FIGURE 18-21 Effets antagonistes de l'insuline et de l’adrénaline sur 


le métabolisme du glycogène dans le muscle, Ceci est dû à leurs effets 
eur La sous-unité catalvtioue de la nhosphonrotéine nhosnhatase.1 PPle. 
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FIGURE 18-20 Structure par rayons X de la PhK-y, de muscle de 
lapin complexée à l'ATP et à un heptapeptide (RQOMSFRL). La 
séquence de cet heptapeptide ressemble à celle du substrat naturel de 
l'enzyme (KQISVRG). La protéine est représentée selon l'orientation 

« standard » pour les protéines kinases, avec son domaine N-terminal en 
rose, son domaine C-terminal en bleu-vert, et sa boucle d'activation en 
bleu clair. L'heptapeptide est en orange, avec son résidu phosphorylable 
(Ser) en gris. L'ATP est en modèle plein et les chaînes latérales des rési- 
dus essentiels à la catalyse, Arg 148, Asp 149 et Glu 182, sont en bâton. 
nets avec C en vert, N en bleu, O en rouge et P en jaune. Noter les simi- 
litudes et les différences de structure entre cette protéine et son 
homologue, la sous-unité C de la PKA (Fig. 18-14), [D'après une struc- 
ture par rayons X réalisée par Louise Johnson, Oxford University, 
Oxford, U.K. PDBid 2PHK..] 


PPlc montre qu'elle contient un centre binucléé par deux ions 
métalliques (Mn°* dans l'enzyme recombinante) qui activerait une 
molécule d'eau (en l'ionisant en OH” ; Section 15-1C) à mener une 
attaque nucléophile sur le groupement phosphoryle. 

Dans le muscle et le foie, la PPIc se lie au glycogène via une 
protéine régulatrice. Dans le muscle, la PPlc n'est active que si 
elle est liée au glycogène par sa sous-unité G,, de liaison au gly- 
cogène. L'activité de la PPIc et son affinité pour la sous-unité G,, 
sont régulées par phosphorylation de la sous-unité G,, sur deux 
sites différents (Fig. 18-21). La phosphorylation du site 1 par une 
protéine kinase stimulée par l'insuline active la phosphoprotéine 
phosphatase-1, tandis que la phosphorylation du site 2 par la PKA 
(qui peut également phosphoryler le site 1} entraîne le passage de 
l'enzyme dans le cytoplasme où elle ne peut déphosphoryler les 
enzymes (liées au glycogène) du métabolisme du glycogène. 
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via sa sous-unité G,, liée au glycogène. Les points et flèches en pointillés 
verts sont synonymes d'activation. 
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Dans le cytosol, la PPic est aussi inhibée en se liant à l'inhi- 
biteur 1 de la phosphoprotéine phosphatase (inhibiteur-1). 
Cette dernière protéine est un autre exemple de contrôle par inter- 
conversion enzymatique : elle aussi est phosphorylée par la PKA 
et déphosphorylée par la PPlc (Fig. 18-13, en bas), bien que dans 
ce cas, se soit une Thr, et non une Ser, qui soit phosphorylée et 
déphosphorylée. La protéine n'est inhibitrice que lorsqu'elle est 
phosphorylée, C'est donc de la concentration en AMPc que 
dépend le degré de phosphorylation d'une enzyme, non seulement 
parce qu'il accélère sa vitesse de phosphorylation, mais aussi 
parce qu'il ralentit sa vitesse de déphosphorylation. Dans le cas 
de la glycogène phosphorylase, une augmentation de la [AMPc] 
provoque non seulement une accélération de l'activation de l'en- 
cyme mais aussi un ralentissement de la vitesse de sa désactiva- 
tion, 

L'activité de la phosphoprotéine phosphatase-1 du foie est 
contrôlée également par sa liaison au glycogène par l'intermé- 
diaire d'une sous-unité de liaison au glycogène, la G,_ Associée à 
la G,, PPlc est peut déphosphoryler les enzymes du métabolisme 
du glycogène liées au glycogène. Cependant, la G, n'est pas 
contrôlée par phopshorylation commme l'est la G,, du muscle. 
C'est la liaison de la m-phosphorylase a à la G, qui inhibe forte- 
ment l'activité de PPIc par effet allostérique. 

Parmi les principaux changements conformationnels subis par 
la phosphorylase en passant de l'état T à l'état R, il y a le dépla- 
cement du groupement phosphoryle de Ser 14 qui se trouve à la 
surface de l'enzyme inactive (état T) et qui s'enfonce de 
quelques angstrôms en dessous de la surface de l'enzyme active 
(état R) à l'interface du dimère (Fig. 18-10). Les formes R et T 
de la phosphorylase a se lient toutes deux fortement au com- 
plexe G, - PPlc, mais ce n'est que lorsque l'enzyme est à l'état 
T que le groupement phosphoryle de Ser 14 est accessible à l'hy- 
drolyse par la PPlc. Par conséquent, dans les conditions qui font 
passer la phosphorylase a à l'état T (Section 18-3G), la PPlc 
hydrolyse le groupement phosphoryle de Ser 14 qui se trouve 
accessible, transformant ainsi la m-phosphorylase a en 0-phos- 
phorylase b qui n’a qu'une faible affinité pour le complexe 
G, * PPlc et donc n'inhibe pas PPic, Ainsi, une des consé- 
quences de la déphosphorylation de la phosphorylase a est de 
lever l'inhibition de la PPlc, lui permettant ainsi d'hydrolyser les 
groupements phosphoryle d’autres phosphoprotéines vulnérables. 
La phosphorylase a ayant une haute affinité pour le complexe 
G, : PPlc, et étant en concentration 10 fois supérieure, la levée 
de cette inhibition n'est possible que quand plus de 90% de la 
glycogène phosphorylase se trouve sous la forme o-phosphory- 
lase b. La glycogène synthase est une des protéines déphospho- 
rylées par le complexe G, : PPIc lorsqu'il n'est plus inhibé par 
la phosphorylase. Contrairement à la phosphorylase, la déphos- 
phorylation active la glycogène synthase, Cette enzyme est impli- 
quée dans sa propre cascade bicyclique dont nous allons main- 
tenant étudier les propriétés. 


D. Cascade bicyclique de la glycogène synthase 


Tout comme la glycogène phosphorylase, la glycogène synthase 
existe sous deux formes enzymatiquement interconvertibles : 


1. La forme modifiée (m; phosphorylée) inactive dans les 


2. La forme originale (o ; déphosphorylée) active (forme a). 


La m-glycogène synthase b est sous contrôle allostérique ; elle 
est fortement inhibée par des concentrations physiologiques 
d'ATP, d'ADP et de P,, et donc pratiquement inactive in vivo. L'ac- 
tivité de l'enzyme non modifiée étant insensible à ces effecteurs, 
l'activité glycogène synthase cellulaire dépend de la proportion 
d'enzyme non modifiée. 

Le mécanisme détaillé de l’interconversion entre formes 
modifiée et non modifiée de la glycogène synthase est complexe 
et moins bien compris que celui de la glycogène phosphorylase. 
Il est clair que la proportion de glycogène synthase non modi- 
fiée est, du moins en partie, sous le contrôle d'une cascade bicy- 
clique où interviennent la phosphorylase kinase (PhK) et la 
phosphoprotéine phosphatase-1, enzymes également impliquées 
dans la cascade bicyclique de la glycogène phosphorylase (Fig. 
18-13, à droite). Le processus de déphosphorylation est facilité 
par le G6P, dont la liaison à la m-glycogène synthase b lui fait 
subir une modification conformationnelle qui expose ses groupe- 
ment phosphoryle à la surface de la protéine et les rend ainsi 
accessibles à la déphosphorylation par la phosphoprotéine phos- 
phatase-1. 

La glycogène synthase est phosphorylée sur plusieurs sites. 
On connaît plusieurs protéines kinases qui inactivent, du moins 
en partie, la glycogène synthase musculaire humaine par phos- 
phorylation de 1 ou plusieurs des 9 résidus Ser présents dans les 
segments N- et C-terminaux de cet homotétramère de 737 rési- 
dus par sous-unité. Parmi ces enzymes, on trouve: la PhK, la 
PKA, (ce qui permet de dire que la désactivation de la glyco- 
gène synthase fait intervenir une cascade monocyclique), la 
CaMK! (activée par les ions Ca**); la protéine kinase C (PKC, 
(sensible à la présence extracellulaire de certaines hormones via 
un mécanisme décrit dans les Sections 18-3G et 19-4C), la pro- 
téine kinase AMP-dépendante (AMPK; qui répond à la dis- 
ponibilité en ATP et agit donc en tant que jauge de carburant ; 
Sections 25-5 et 27-1) et la glycogène synthase kinase-3 
[GSK3; qui est inhibée par l'insuline (Sections 18-3E et F), 
dont la présence conduit donc à la déphosphorylation et ainsi à 
l'activation de la glycogène synthase]. On ne sait pas très bien 
pourquoi la régulation de la désactivation de la glycogène syn- 
thase est aussi élaborée comparée à son activation ou au cycle 
activation /désactivation de la glycogène phosphorylase ; on peut 
remarquer cependant que cette régulation est tout à fait en phase 
avec l'état métabolique de l'organisme. 


E. Intégration des mécanismes de contrôle 
du métabolisme du glycogène 


La synthèse et la dégradation du glycogène et la vitesse de ces pro- 
cessus dépendent des proportions relatives des formes actives de 
glycogène synthase et de glycogène phosphorylase, Celles-ci 
dépendent à leur tour des vitesses des réactions de phosphorylation 
et de déphosphorylation des deux cascades bicycliques. Ces cas- 
cades, l’une contrôlant la glycogénolyse, l'autre la glycogenèse, 
sont intimement liées. Elles le sont par la PKA et la phosphorylase 
kinase qui, par phosphorylation, activent la phosphorylase et inac- 
tivent la glycogène synthase (Fig. 18-13). Les cascades sont aussi 
liées par la phosphoprotéine phosphatase-1 qui, dans le foie, est 


déphosphoryler) la glycogène synthase, à moins qu'elle inactive 
d'abord (également par déphosphorylation) la phosphorylase a. 


a. Des hormones interviennent dans la régulation du 
métabolisme du glycogène 
Le métabolisme du glycogène est régulé de façon importante 
par l'insuline, une hormone peptidique (Fig. 7-2) qui s'oppose ici 
à l'action d'une autre hormone peptidique, le glucagon, 
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et par les hormones surrénaliennes l’adrénaline (épinéphrine) et 
la noradrénaline (norépinéphrine) : 
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La stimulation hormonale des cellules s'exerce au niveau de 
leur membrane plasmique par le biais de protéines transmembra- 
naires appelées récepteurs. Comme des cellules de types différents 
ont un équipement en récepteurs qui leur est propre, elles sont sen- 
sibles et répondent à des assortiments d'hormones différents. Par 
exemple, les cellules musculaires et hépatiques possèdent des 
récepteurs insuliniques et des récepteurs adrénergiques (sen- 
sibles à l’adrénaline et à la noradrenaline), alors que les récepteurs 
au glucagon sont beaucoup plus abondants dans le foie que dans 
le muscle squelettique. 


b. Des seconds messagers interviennent dans la stimulation 

de la glycogénolyse par le glucagon ou l'adrénaline 

La réponse au glucagon et à l'adrénaline implique la libéra- 
tion, à l'intérieur de la cellule, de molécules appelées seconds 
messagers car ce sont les médiateurs intracellulaires du message 
hormonal perçu à la surface de la cellule. Des récepteurs diffé- 
rents libèrent des seconds messagers différents. C'est Earl Suther- 
land qui a identifié pour la première fois un second messager, 
l'AMPe, lorsqu'il montra que le glucagon et l’adrénaline stimu- 
lent, par une action à la surface cellulaire, l'adénylate cyclase 
(AC), ce qui augmente la [AMPc] [le mécanisme de l'activation de 
l'AC, et l'étude d’autres seconds messagers dont les ions Ca?*, 
l'inositol-1,4,5-trisphosphate (IP,) et le diacylglycérol (DAG), 
seront abordés dans les Sections 19-2D et 19-4A]. Après cette 
découverte, on s'aperçut que l'AMPc, que l'on trouve dans toutes 
les formes de vie, est un élément de contrôle essentiel de nom- 
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Lorsque la stimulation par le glucagon ou l'adrénaline pro- 
voque l'augmentation de la [AMPc] intracellulaire, l'activité de la 
PKA augmente, ce qui augmente les vitesses de phosphorylation 
de nombreuses protéines tout en diminuant leurs vitesses de 
déphosphorylation. Comme déjà vu, une diminution des vitesses 
de déphosphorylation augmente le degré de phosphorylation de 
l'inhibiteur-1 de la phosphoprotéine phosphatase, qui, à son tour, 
inhibe la phosphoprotéine phosphatase-1. De même, une augmen- 
tation de la concentration en phosphorylase a renforce l’inhibition 
de la phosphoprotéine phosphatase-1. 

En raison du caractère amplificateur des cascades cycliques, 
une faible variation en [AMPc] se traduit par des variations 
importantes des proportions d'enzymes sous forme phosphorylée. 
Lorsqu'une partie importante des enzymes du métabolisme du gly- 
cogène se trouve sous forme phosphorylée, le flux métabolique se 
fait essentiellement dans le sens de la glycogénolyse, puisque la 
glycogène phosphorylase est active et que la glycogène synthase 
est inactive. Quand la [AMPc] diminue, les vitesses de phospho- 
rylation diminuent alors que celles de déphosphorylation augmen- 
tent, d'où une augmentation des proportions d'enzymes sous 
forme déphosphorylée. Il s'ensuit l'activation de la glycogène syn- 
thase et l'inactivation de la glycogène phosphorylase, d'où un flux 
orienté dans le sens de la glycogenèse. 


F. Contrôle de la glycémie 


Une des fonctions importantes du foie est de maintenir à 5 mW 
environ la concentration du glucose dans le sang (la glycémie), le 
glucose étant la source énergétique numéro 1 du cerveau. Quand 
la glycémie est inférieure à cette valeur, ce qui arrive après un 
exercice physique ou longtemps après la digestion des repas, le 
foie libère du glucose dans la circulation par le processus suivant, 
sous l'influence du glucagon : 


1. Le glucose empêche les cellules & des ilots de Langerhans 
du pancréas de sécréter du glucagon dans le sang. Quand il y a 
hypoglycémie, cette inhibition est levée et les cellules & sécrètent 
du glucagon. 

2. Les récepteurs du glucagon à la surface des cellules hépa- 
tiques ayant fixé le glucagon, ils stimulent l'adénylate cyclase, 
d'où une augmentation de la [AMPc] intracellulaire. 


3. L'augmentation de la [AMPc] entraîne, comme vu ci-des- 
sus, une accélération de la glycogénolyse, d'où une augmentation 
de la [G6P] intracellulaire. 


4. Contrairement au glucose, le G6P ne peut traverser la mem- 
brane plasmique. Cependant, le foie, qui n'utilise pas le glucose 
comme source principale d'énergie, contient l'enzyme glucose-6- 
phosphatase (G6Pase) qui hydrolyse le G6P : 


G6P + H,0 — glucose + P, 


Le glucose formé passe dans le courant sanguin, augmentant ainsi 
la glycémie. Toutefois, les muscles et le cerveau n'ont pas de 
G6Pase, ce qui explique qu'ils gardent leur G6P. 

L'hydrolyse du G6P requiert un transport intracellulaire de 
G6P. En effet, le G6P est produit dans le cytosol, alors que la 
G6Pase se trouve dans la membrane du réticulum endoplasmique 


(RE). Le G6P doit donc être transporté dans le RE par une trans- 
linnaes das CKD avant d'u tre hudenlueé FE a nlunnen at La D ne. 
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duits sont ensuite ramenés dans le cytosol par des protéines de 
transport spécifiques (Section 18-3G). La déficience de toute com- 
posante de ce système d’hydrolyse du G6P conduit à la maladie 
du stockage de glycogène de type E (Section 18-4), 

Comment réagit ce système si bien équilibré en cas d’hypergly- 
cémie ? Immédiatement après la digestion des repas, la glycémie 
est normalement élevée, et le taux de glucagon diminue tandis que 
l'insuline est sécrétée par les cellules B des îlots de Langerhans du 
pancréas. La vitesse de transport du glucose à travers de nom- 
breuses membranes cellulaires augmente en réponse à l'insuline 
(qui mobilise le transporteur de glucose insulino-dépendant 
GLUTA4; Section 20-2E)), la [AMPc] diminue, et le métabolisme 
du glycogène passe de la glycogénolyse à la glycogenèse. Le méca- 
nisme d'action de l'insuline est très complexe et on commence tout 
juste à le comprendre (Sections 19-3 et 19-4F); l'une de ses 
enzymes cibles semble être la phosphoprotéine phosphatase-1. 

Dans le muscle, l'insuline et l'adrénaline ont des effets anta- 
gonistes sur le métabolisme du glycogène, L'adrénaline stimule la 
glycogénolyse et inhibe la glycogenèse en activant la cascade de 
phosphorylations AMPc-dépendantes. L'insuline, comme nous 
l'avons vu dans la Section 18-3C, active la protéine kinase stimu- 
lée par l'insuline qui phosphoryle le site 1 de la sous-unité G,, de 
liaison au glycogène de la phosphoprotéine phosphatase-1, d’où 
activation de cette enzyme et déphosphorylation des enzymes du 
métabolisme du glycogène (Fig. 18-21). La mise en réserve de glu- 
cose sous forme de glycogène est ainsi stimulée par inhibition de 
la glycogénolyse et stimulation de la glycogenèse. 

On pense que, dans le foie, le glucose et le G6P seraient les 
messagers qui assurent le contrôle du métabolisme du glycogène. 
Le glucose inhibe la phosphorylase a en ne se liant au site actif de 
l'enzyme qu'à l'état T inactif, mais d'une manière différente à celle 
du substrat. La présence de glucose déplace ainsi l'équilibre 
TR de la phosphorylase a en faveur de l'état T (Fig. 18-9, à 
droite). Ce changement de conformation, comme déjà vu dans la 
Section 18-3C, expose le groupement phosphoryle de Ser 14 à la 
phosphoprotéine phosphatase-1, ce qui permet la déphosphoryla- 
tion de la phosphorylase a. Par conséquent, une augmentation de 
la concentration en glucose entraîne l'inactivation de la glycogène 
phosphorylase a qui est convertie en glycogène phosphorylase b 
(Fig. 18-22 ; autrement dit, la phosphorylase a se comporte comme 
un récepteur de glucose). De plus, la levée concomitante de l’in- 
hibition de la phosphoprotéine phosphatase-1 (se rappeler qu'elle 
se lie spécifiquement à la phosphorylase a et est inactivée par cette 
dernière), entraîne l'activation (par déphosphorylation) de la m- 
glycogène synthase b. De plus, le glucose est converti en G6P par 
la glucokinase (voir ci-dessous), ce qui facilite la déphosphoryla- 
tion et l'activation de la m-glycogène synthase b en o-glycogène 
synthase a, Lorsque la concentration en glucose dépasse 7 mM, ce 
processus inverse le flux du métabolisme du glycogène, de la 
dégradation vers la synthèse. Le foie peut ainsi mettre en réserve 
le glucose en excès sous forme de glycogène. 


a. La glucokinase forme du G6P à une vitesse 
proportionnelle à la concentration en glucose 
La fonction stabilisatrice du foie sur la glycémie est due au fait 
que cet organe contient une variante de l'hexokinase (première 
enzyme de la glycolyse: Section 17-2A) appelée glucokinase 
(GK ; appelée aussi hexokinase D ou hexokinase IV). Dans la 
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FIGURE 18-22 Evolution des activités enzymatiques de la phospho- 
rylase a et de la glycogène synthase dans le foie de souris après infu- 
sion de glucose, La phosphorylase a est rapidement inactivée et un peu 
plus tard, la glycogène synthase est activée. [D'après Stalmans, W., De 
Wulf, H., Hue, L., and Hers, H-G., Eur. J. Biochem. 41, 129 (1974).] 


michaelienne ayant une forte affinité pour le glucose (K,, < 0,1 
mM ; valeur de la [glucose] pour laquelle la vitesse de la réaction 
est égale à V,.,, /2; Section 14-2A), et est inhibée par le G6P, pro- 
duit de la réaction. Par contre, la GK a beaucoup moins d’affinité 
pour le glucose (V,.,, /2 n'est obtenue que pour une concentration 
en glucose de l'ordre de 5 mM) et présente une courbe sigmoïdale 
avec un coefficient de Hill (Section 10-1B) de 1,5, ce qui signifie 
que son activité augmente rapidement pour des glycémies supé- 
rieures aux valeurs physiologiques normales (Fig. 18-23 ; voir le 
Problème 5 de ce chapitre). De plus, la GK n'est pas inhibée par 
des concentrations physiologiques en G6P. Par conséquent, plus la 
glycémie est élevée, plus le foie transforme le glucose en G6P 
rapidement [les cellules hépatiques, contrairement à la plupart des 
autres cellules, possèdent en abondance le transporteur de glucose 
insulino-indépendant GLUT2 (Section 20-2E) et sont donc libre- 
ment perméables au glucose; la vitesse de transport de glucose 
dans ces cellules est insensible à l’insuline]. Ainsi, quand la gly- 
cémie est basse, le foie n'entre pas en compétition avec d'autres 
tissus pour le glucose disponible, alors que si la glycémie est éle- 
vée et que les besoins en glucose des autres tissus sont satisfaits, 
le foie transforme l'excédent de glucose en G6P. L'excès de glu- 
cose dans le foie induit l'inactivation de la glycogène phosphory- 
lase et Ja libération de la phosphoprotéine phosphatase-1, tandis 
que le G6P ainsi formé facilite, par effet allostérique, l'activation 
de la glycogène synthase résultant de sa déphosphorylation. Le 
bilan est que le foie convertit l'excès de glucose en glycogène. 
(Noter que la GK étant une enzyme monomérique, l'allure sig- 
moïdale de la courbe de la vitesse de la réaction en fonction de la 
[glucose] est plutôt étrange, car d’après les différents modèles 
allostériques, une enzyme monomérique ne peut être le siège d'in- 
teractions coopératives. La GK n'ayant pas une cinétique michae- 
lienne, la concentration en glucose qui permet d'atteindre la 
vitesse de V,.,, /2 est désignée par son K,4, par analogie avec la 
définition expérimentale de K,,.) 

Cependant, la GK est soumise à des contrôles métaboliques. 
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FIGURE 18-23 Comparaison des activités enzymatiques respectives 
de l'hexokinase et de la glucokinase en présence de glucose en 
concentrations physiologiques. L'affinité de la glucokinase pour le glu- 
cose (X,, = 5 mA) est très inférieure à celle de l'hexokinase (4,, = 0,1 
mAf) et donne une courbe sigmoïdale plutôt qu'une hyperbole en fonc- 
tion de la concentration en glucose. [La courbe de la glucokinase a été 
obtenue en utilisant l'équation de Hill (Eq. [10.7] avec & = 10 mM et n = 
1,5 d'après Cardenas, M.L., Rabajille, E., and Niemeyer, H., Eur. J. Bio- 
chem. 145, 163-171 (1984).] 


trice de la glucokinase (GKRP ; un momomère de 625 résidus) 
qui, en présence de fructose-6-phosphate (F6P), intermédiaire de 
la glycolyse, est un inhibiteur compétitif de la GK. Le fructose-1- 
phosphate (F1P), intermédiaire du métabolisme du fructose dans le 
foie (Section 17-5SA), s'oppose à cette inhibition. Le fructose 
n'étant normalement que d'origine alimentaire (p. ex. à partir du 
saccharose), il pourrait ainsi jouer le rôle de signal qui déclenche 
l'assimilation du glucose alimentaire par le foie. 


b. La glucokinase régule l’homéostasie glucidique par un 
mécanisme de localisation intracellulaire 
La localisation intracellulaire joue un rôle important dans l’in- 
hibition de la GK par la GKRP. Le GK se déplace librement du 
cytoplasme au noyau. Cependant, la GKRP ne réside que dans le 
noyau. À basse concentration en glucose, la GK reste associée à la 
GKRP dans le noyau, où elle ne peut phosphoryler le glucose. 
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Lorsque la concentration en glucose et/ou en FIP augmente, la GK 
se dissocie de la GKRP et passe dans le cytoplasme où elle phos- 
phoryle le glucose en G6P, le lançant ainsi dans la voie de la gly- 
cogenèse. L'antagonisme entre GK et GKRP est un mécanisme 
important du contrôle de la phosphorylation du glucose et du méta- 
bolisme du glycogène dans le foie. Leurs coefficients de contrôle 
de flux (Section 17-4C) dans les cellules hépatiques sont proches 
de + 1 pour la GK et de —1 pour la GKRP (un coefficient de 
contrôle de flux négatif traduit une inhibition). Cette relation com- 
pensatoire procure un mécanisme sensible pour le maintien de 
l'homéostasie glucidique. 

La phosphoglucomutase, qui est suffisamment active pour 
assurer l'interconversion G6P /G1P, fonctionne dans les deux 
directions et peut donc transformer le G6P en GIP qui est ensuite 
converti en glycogène. Une partie du G6P est retransformée en 
glucose par la glucose-6-phosphatase, ce qui correspond à un cycle 
« futile », C'est apparemment le coût énergétique qui permet de 
maintenir efficacement une glycémie constante. 


c. Le fructose-2,6-bisphosphate stimule la glycolyse 
Le B-D-fructose-2,6-bisphosphate (F2,6P) 
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joue également un rôle important dans le contrôle de la glycémie 
par le foie. Le F2,6P, qui n'est pas un intermédiaire de la glyco- 
lyse, est un activateur allostérique extrêmement puissant de la 
phosphofructokinase (PFK) animale et un inhibiteur de la fructose 
bisphosphatase (FBPase). Le F2,6P, découvert indépendamment 
en 1980 par Van Schaftingen, Louis Hue et Henri-Géry Hers, puis 
par Simon Pilkis et par Kosaku Uyeda, stimule par conséquent le 
flux de la glycolyse (le cycle de substrats F6P-FBP est étudié dans 
la Section 17-4F). 

La concentration intracellulaire de F2,6P dépend de l'équi- 
libre entre ses vitesses de synthèse et de dégradation assurées res- 
pectivement par la phosphofructokinase-2 (PFK-2 ; appelée aussi 
la 6PF-2-K) et la fructose bisphosphatase-2 (FBPase-2 ; appelée 
aussi la F-2,6-Pase) (Fig. 18-24). Ces activités enzymatiques sont 
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FIGURE 18-24 Formation et hydrolyse du B-D-fructose-2,6-bisphos- 
phate catalysées par la PFK:-2 et la FBPase-2. Ces deux activités enzy- 
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téique, La déphosphorylation de la protéine du foie active la PFK-2 mais 
inactive la FBPase-2. 
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localisées sur des domaines différents d’une même protéine homo- 
dimérique de 100 kKD environ appelée PKF-2/FBPase-2. La struc- 
ture par rayons X du mutant H256A de la PKF-2/FBPase-2 de tes- 
ticule de rat complexée au F6P. au P,, au succinate et à l'analogue 
non hydrolysable de l'ATP adénosine-5'-(B,y-imido)triphos- 
phate (ADPNP ou AMP-PNP) 
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fut déterminée par Uveda et Charles Hasemann (Fig. 18-25). Elle 
montre, en accord avec de nombreuses études, que l’activité PFK- 
2 est portée par le domaine N-terminal (246 résidus) de chaque 
sous-unité, alors que l'activité FBPase-2 réside dans le domaine C- 
terminal (213 résidus) de chaque sous-unité. Le succinate, qui se 
lie dans le voisinage du phosphate y de l'ADPNP, occupe vrai- 
semblablement la poche de liaison du F6P dans le site actif de la 
PFK:-2, tandis que le FP6 et le P. indiquent le site de liaison du 
F2.,6P dans le site actif de la FBPase-2. La structure du domaine 
FBPase-2 est apparentée à celle de la phosphoglycérate mutase 
(PGM: Section 17-2H), une enzyme de la glycolyse avec laquelle 
la FBPase-2 partage un même mécanisme catalytique impliquant 
un intermédiaire covalent phosphoHis (His 256 dans la FBPase-2), 
La structure du domaine PFK:-2 est apparentée à celle de l'adény- 
late kinase (Section 17-4F) et non. comme on l'avait soupçonné, à 
celle de la PFK (aussi appelée PFK-1 pour la distinguer de la 
PFK:-2). 

Les activités enzymatiques de la PFK-2FBPase-2 sont sou- 
mises à des régulations allostériques par de nombreux intermé- 
diaires métaboliques ainsi qu'à un processus de phosphoryla- 
tion/déphosphorylation assuré par la PKA et une phosphoprotéine 
phosphatase. La phosphorylation de la Ser 32 de l'enzyme de foie 
entraine l'inhibition de l'activité PFK:-2 et la stimulation de l'acti- 
vité FBPase-2, Ainsi, la sécrétion de glucagon par le pancréas en 
réponse à une hypoglycémie aboutit, par l'intermédiaire de l'aug- 
mentation de la [AMPc] dans le foie, à une diminution de la 
{F2.6P]. Il s'ensuit une baisse de l'activité de la PFK-1, et donc 
une inhibition de la glycolyse, Ainsi, le G6P formé par suite de la 
stimulation simultanée de la glycogénolyse est transformé en glu- 
cose et passe dans la circulation sanguine comme nous venons de 
le voir, au lieu d'être métabolisé. Simultanément, la levée de l'in- 
hibition de la FBPase (aussi appelée FBPase-1 pour la distinguer 
de la FBPase-2) due à la diminution de la [F2,6P] stimule la glu- 
conéogenèse, voie de formation de glucose à partir de précurseurs 
non glucidiques tels que certains acides aminés, et qui correspond 
à l'« inverse » de la glycolyse (et où la FBPase-1 joue un rôle régu- 
lateur clé: Section 23-1), Ce processus constitue un autre moyen 
de former du glucose. Réciproquement, en cas d'hyperglycémie, la 
[AMPc] diminue, la PFK-2/FBPase-2 du foie est déphosphorylée 
par la phosphoprotéine phosphatase-1, ce qui active la PFK:-2 qui, 
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FIGURE 18-25 Structure par rayons X du mutant H256A de la PFK- 
2'FBPase-2 de testicule de rat. Le domaine PFK-2, N-terminal, est en 
bleu clair et le domaine FBPase-2, C-terminal, en orange, Les ligands 
ADPNP, succinnte, F6P et P,sont en modèle plein, avec C en vent, N en 
bleu, O en rouge, et P en jaune, Le P,, qui occupe le site de liaison du 
groupement phosphate du F2,6P, est du côté opposé au site qui serait 
occupé par la chaîne latérale de His 256 (magenta) de l'enzyme sauvage 
et à laquelle il serait transféré au cours de la catalyse, Le succinate 
occupe la poche de linison supposée pour le F6P dans le domaine PFK-2. 
[D'après une structure par rayons X due à Kosaku Uyeda et Charles 
Hasemann, University of Texas Southwestern Medical Center. PDBid 
2BIF.] 


la FBPasce-1 inhibée, et il en résulte la stimulation de la glycolyse 
et l'inhibition de la gluconéogenèse. 

Les mécanismes de contrôle par le F2,6P dans les muscles 
squelettiques et dans le muscle cardiaque sont tout à fait différents 
de ceux du foie en raison de la présence dans ces tissus de diffé- 
rentes isoenzymes de la PFK-2/FBPase-2. Dans les muscles car- 
diaque et squelettiques, une augmentation de la glycogénolyse 
s'accompagne d'une augmentation de la glycolyse plutôt que 
d'une formation accélérée de glucose. Ceci est dû à ce que la phos- 
phorylation de l'isoenzyme PFK-2/FBPase-2 du muscle cardiaque 
se fait sur des sites différents (Ser 466 et Thr 475 de la protéine de 
530 résidus) comparés avec l'isoenzyme de foie (Ser 32 de la pro- 
téine de 470 résidus), ce qui active, au lieu de diminuer, l'activité 
PFK:-2, Par conséquent, les hormones qui stimulent la glycogéno- 
lyse augmentent aussi la [F2,6P] dans le muscle cardiaque, stimu- 
lant également la glycolyse. Les isoenzymes de muscle squelet- 
tique et de testicule n’ont pas de sites de phosphorylation, et ne 
sont donc pas souris à régulation par phosphorylation dépendante 
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G. Réponse au stress 


L’adrénaline et la noradrénaline, souvent appelées « hormones de 
lutte ou de fuite», sont libérées dans le courant sanguin par les 
médullosurrénales en cas de stress, Les récepteurs de l'adréna- 
line (appelés récepteurs B-adrénergiques : Section 19-1F) situés 
à la surface des cellules de foie et de muscle, répondent à ces 
hormones tout comme les récepteurs au glucagon répondent à la 
présence de glucagon: ils stimulent l'adénylate cyclase, aug- 
mentant ainsi la [AMPc] intracellulaire, L'adrénaline stimule 
également les cellules & du pancréas qui libèrent alors du glu- 
cagon, ce qui augmente encore la [AMPc] hépatique, Le G6P 
produit par la glycogénolyse musculaire activée de cette manière 
est pris en charge par la glycolyse, formant ainsi de l'ATP et 
aidant les muscles à faire face au stress déclenché par la libéra- 
tion d'adrénaline. 

La réponse du foie en cas de stress, en plus de sa réponse 
au glucagon libéré suite à la stimulation des cellules o& du pan- 
créas par l'adrénaline, fait intervenir deux types de récepteurs, 
les récepteurs B-adrénergiques dont nous avons déjà parlé, et les 
récepteurs a-adrénergiques. Ces derniers vont stimuler la 
phospholipase C qui, à son tour, libère d'autres seconds messa- 
gers, à savoir l'inositol-1,4,5-trisphosphate (IP,), le diacylglycé- 
rol (DAG), et les ions Ca (Fig. 18-26a), qui vont accentuer la 
réponse des cellules à l'AMPc. Nous avons déjà vu dans la Sec- 
tion 18-3C que la phosphorylase kinase, qui simultanément 
active la phosphorylase et inactive la glycogène synthase, n'est 
pleinement active que si elle est phosphorylée et est en présence 
d'ions Ca, De plus, la glycogène synthase est inactivée après 
phosphorylation par plusieurs protéine kinases Ca?*-dépendantes, 
dont la protéine kinase C (Section 18-3D). La protéine kinase C 
nécessite à la fois des ions Ca? et du DAG pour être active (Sec- 
tion 19-4C). Cette double stimulation des récepteurs en réponse 
à l’adrénaline entraîne la production, par le foie, de G6P, qui est 
hydrolysé par la G6Pase en glucose, lequel est libéré dans la cir- 
culation et alimente ainsi davantage les cellules musculaires (Fig. 
18-26b). 
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4 MB MALADIES DU STOCKAGE DE 
GLYCOGENE 


Le métabolisme du glycogène étant contrôlé de façon si sophisti- 
quée, il n'est pas surprenant que des déficiences enzymatiques 
d'origine génétique entrainent des pathologies. L'étude de ces 
pathologies et des déficiences enzymatiques responsables a permis 
de mieux comprendre comment est assuré l'équilibre du système. 
De ce point de vue, les maladies génétiques sont des instruments 
de recherche inestimables. Réciproquement, la caractérisation bio- 
chimique des réactions affectées par une maladie génétique 
débouche souvent, comme nous le verrons, sur des stratégies thé- 
rapeutiques très utiles, De nombreuses maladies dues à des défi- 
ciences héréditaires de l’une ou de l’autre des enzymes du méta- 
bolisme du glycogène ont été caractérisées. Ces anomalies sont 
résumées dans le Tableau 18-1 et étudiées dans cette section. 


Type |: Déficience en glucose-6-phosphatase (maladie de 
von Gierke) 

La G6Pase catalyse la dernière réaction conduisant à la libéra- 
tion de glucose dans la circulation par le foie. Si cette enzyme est 
déficiente, on constate une augmentation de la [G6P] intracellu- 
laire, qui provoque une accumulation importante de glycogène 
(glycogénose) de structure normale dans le foie et dans les reins 
(se rappeler que le G6P inhibe la glycogène phosphorylase et 
active la glycogène synthase) et l'impossibilité d'augmenter la gly- 
cémie en réponse au glucagon ou à l’adrénaline. Des symptômes 
identiques se manifestent en cas d'anomalie de la protéine de 
transport du glucose qui assure son passage à travers la membrane 
plasmique des cellules de foie (Section 20-2E) ou de l’une ou 
l'autre des protéines qui transportent le glucose, le G6P ou le P. à 
travers la membrane du réticulum endoplasmique (Section 18-3F ; 
Fig. 18-26h). Les symptômes de cette maladie du stockage de gly- 
cogène de type ! sont une hypertrophie du foie, une hypoglycémie 
sévère quelques heures après avoir mangé, et un retard de crois- 
sance. Les traitements de cette maladie consistent à inhiber, au 
moyen de médicaments, l'assimilation du glucose par le foie afin 


TABLEAU 18-1 Maladies héréditaires du stockage de glycogène (glycogénoses) 


Type Enzyme déficiente Tissu 

I Glucose-6-phosphatase Foie 

ll a-1,4-Glucosidase Tous les lysosomes 

I Amylo-1,6-glucosidase Tous les organes 
(enzyme débranchante) 

IV Amylo-(1,4—+1,6)- Foie, probablement 
transglycosylase tous les organes 
(enzyme branchante) 

V Glycogène phosphorylase Muscle 

VI Glycogène phosphorylase Foie 

VII Phosphofructokinase Muscle 

VII Phosphorylase kinase Foie 

IX Phosphorylase kinase Tous les tissus 

0 Glycogène synthase Foie 


Nom usuel Structure du glycogène 
Maladie de von Gierke Normale 
Maladie de Pompe Normale 
Maladie de Cori Chaines externes manquantes 
ou très courtes 
Maladie de Andersen Chaines très longues 
non branchéess 
Maladie de McArdle Normale 
Maladie de Hers Normale 
Maladie de Tarui Normale 
Déficience en phosphorylase Normale 
kinase liée à X 
Normale 
Normal, qualité 


médiocre 
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FIGURE 18-26 Réponse du foie au stress, (a) 
La stimulation des récepteurs &-adrénergiques 
par l'adrénaline active la phospholipase C qui 
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-bisphos- 
phate (PIP,) pour donner de l'inositol-1,4,5-tris- 
phosphate (1P,) et du diacylglycérol (DAG). (b) 
La réponse du foie au stress implique la partici- 
pation de deux systèmes à seconds messagers : lu 
stimulation de la glycogénolyse et l'inhibition de 
la glycogenèse par le système AMPc-dépendant 
déclenchées par le glucagon et l'activation des 
récepteurs B-adrénergiques ; et lu stimulation de 
la glycogénolyse et l'inhibition de La glycogenèse 
déclenchées par IP,, DAG et la libération d'ions 
Ca* après activation des récepteurs &-actréner- 
giques. L'IP, stimule la sortie d'ions Ca?* du réti- 
culum endoplasmique, tandis que le DAG, en 
association avec les ions Ca?*, active la protéine 
kinase C qui phosphoryle et donc inactive la gly- 
cogène synthase. La G6Pase se trouve dans le 
réticulum endoplasmique. Le G6P produit dans le 
cytosol doit donc être transporté dans le réticu- 
lum endoplasmique par la translocase T1 du 
G6P, où il est hydrolysé en glucose et P,. Ces 
derniers sont ramenés au cytosol, respectivement 
par les transporteurs T2 et T3, et le glucose est 
exporté de la cellule par le transporteur de glu- 
cose GLUT2, 


d'augmenter la glycémie, à nourrir le patient pendant toute la nuit 
par voie intrastomacale, également pour augmenter la glycémie, à 
donner par la bouche de l'amidon cru de maïs (qui n'est dégradé 
que lentement en glucose) et à déplacer, par intervention chirurgi- 
cale, la veine porte qui normalement relie directement l'intestin au 
foie, afin que ce sang riche en glucose atteigne les tissus périphé- 
riques avant qu'il n'atteigne le foie. Ce dernier traitement présente 
un double avantage : il permet aux tissus de recevoir plus de glu- 
cose, et il diminue le stockage de ce glucose sous forme de glyco- 
gène dans le foie. La transplantation du foie s'est avérée bénéfique 
pour les quelques patients qui ont pu la subir. 

Un protocole de thérapie génique (Section 5-5H) est actuelle- 
ment mis au point pour traiter la maladie du stockage de glycogène 
de Type I. Des souris knockout pour la G6Pase (Section 5-5H) ont 
reçu un vecteur viral contenant le gène de la G6Pase de souris. Ce 
traitement, qui restitue la G6Pase au foie de ces souris, augmente 
nettement leur survie et corrige les anomalies métaboliques asso- 
ciées à cette maladie du stockage de glycogène. 


Type 11: Déficience en &-1,4-glucosidase (maladie de 
Pompe) 

C'est la maladie du stockage de glycogène la plus grave. Elle 
se traduit par une importante accumulation de glycogène de struc- 
ture normale dans les lysosomes de toutes les cellules et elle 
entraîne la mort par insuffisance cardiorespiratoire, en général 
avant 1 an. Nous n'avons pas parlé de l'a-1,4-glucosidase dans 
l'étude de la glycogenèse et de la glycogénolyse car cette enzyme 
n'intervient pas dans ces voies métaboliques. On la trouve dans les 
lysosomes, où elle assure l’hydrolyse du maltose (Section 11-2B) 
et d'autres oligosaccharides linéaires, ainsi que celle des ramifica- 
tions externes du glycogène, formant ainsi du glucose, Cette 
deuxième voie du métabolisme du glycogène n'est cependant pas 
significativement importante, La raison pour laquelle les lyso- 
somes captent et dégradent normalement les granules de glyco- 
gène n'est pas connue. 


Type Ill: Déficience en amylo-1,6-glucosidase (enzyme 
débranchante) (maladie de Cori) 

Cette maladie se caractérise par l'accumulation de glycogène 
de structure anormale ayant des chaînes externes très courtes aussi 
bien dans le foie que dans le muscle, puisqu'en l'absence de l'en- 
zyme débranchante, la dégradation du glycogène ne peut se faire 
complètement. Comme dans la maladie de von Gierke (Type D), il 
y a hypoglycémie, quoique moins sévère. Celle-ci est due à une 
glycogénolyse très imparfaite ; les patients doivent fréquemment 
absorber un régime alimentaire riche en protéines [quand il y a 
hypoglycémie, le foie synthétise, via la gluconéogenèse (Section 
23-1), du glucose à partir de certains acides aminés]. Pour des rai- 
sons inconnues, les symptômes de la maladie de Cori disparaissent 
souvent à la puberté. 


Type IV : Déficience en amylo-(1,4 — 1,6)-transglycosylase 
(enzyme branchante) (maladie d’Andersen) 

C'est une des maladies du stockage de glycogène les plus 
graves ; ses victimes dépassent rarement l’âge de 5 ans en raison 
d'un dysfonctionnement du foie. La concentration en glycogène 
hépatique n’est pas augmentée mais sa structure est anormale, avec 
de très longues chaînes non branchées dues à l'absence de l'en- 
uma lronrhants (a tours An hraonrhamant annemalamant hace 
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diminue fortement la solubilité du glycogène. On a suggéré que le 
dysfonctionnement du foie résulterait d'une réponse immune 
contre ce glycogène anormal, véritable « corps étranger ». 


Type V: Déficience en phosphorylase musculaire 
(maladie de McArdle) 

Nous avons mentionné cette maladie car c'est en l'étudiant 
qu'on a réalisé que la glycogenèse et la glycogénolyse devaient 
emprunter des voies différentes (Section 18-2). Son principal 
symptôme, qui se fait sentir sérieusement au début de l'âge adulte, 
sont des crampes musculaires douloureuses qui surviennent lors 
d'un exercice. Cela vient de ce que la glycogénolyse est incapable 
de fournir du G6P afin de satisfaire la demande métabolique en 
ATP. Des études par RMN du ‘!P sur le muscle de l'avant-bras 
humain ont corroboré cette conclusion sans devoir recourir à des 
prélèvements, en montrant qu'un exercice physique chez des per- 
sonnes souffrant de la maladie de McArdle conduit à des taux éle- 
vés d'ADP comparés à ceux d'individus normaux (Fig. 18-27). 
Curieusement, si ces malades prolongent l'exercice, les crampes 
s’amenuisent. On attribue ce « second souffle » à la vasodilatation, 
qui rend les muscles plus accessibles au glucose et aux acides gras 
du sang qu'ils utilisent à la place du glycogène comme combus- 
tible énergétique. La glycogène phosphorylase du foie est normale 
chez ces patients, ce qui implique l'existence de différentes isoen- 
zymes de glycogène phosphorylase dans le muscle et dans le foie. 


Type VI: Déficience en phosphorylase hépatique (maladie 
de Hers) 

La déficience en phosphorylase hépatique donne des symp- 
tômes identiques aux formes atténuées de la maladie de type 
[. Dans ce cas, l'hypoglycémie est due à ce que la glycogène phos- 
phorylase ne répond pas à la demande de production de glucose 
par le foie. 
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FIGURE 18-27 Concentrations en ADP dans les muscles de l’avant- 
bras humain au repos et après un exercice chez une personne nor- 
male et une personne atteinte de La maladie de McArdie. La concen- 
tration en ADP a été déterminée par des mesures de RMN du ?!P sur 
l'avant-bras intact. [D'après Radda, G.K., Biochem. Soc. Trans. 14, 522 
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Type VIl: Déficience en phosphofructokinase musculaire 
(maladie de Tarui) 

La déficience en PFK-1, enzyme de la glycolyse, dans le 
muscle entraîne une accumulation des métabolites G6P et F6P. De 
fortes concentrations en G6P augmentent les activités de la glyco- 
gène synthase (le G6P active la glycogène synthase et inactive la 
glycogène phosphorylase) et de l'UDP-glucose pyrophosphorylase 
(le G6P est en équilibre avec le GIP, substrat de cette enzyme), 
d'où une accumulation de glycogène dans le muscle. Les autres 
symptômes sont identiques à la maladie de type V, due à une défi- 
cience en phosphorylase musculaire, car la déficience en PFK ne 
permet pas à la glycolyse de satisfaire les besoins en ATP pour la 
contraction musculaire. 


Type VIII: Déficience en phosphorylase kinase hépatique 
(Déficience en phosphorylase kinase liée à X) 

Certaines personnes présentant les symptômes de la maladie de 
type VI ont une glycogène phosphorylase hépatique normale. En fait, 
c'est leur phosphorylase kinase qui est déficiente, d'où l'impossibi- 
lité de convertir la phosphorylase b en phosphorylase a, Le gène 
codant la sous-unité & de la phosphorylase kinase étant situé sur le 
chromosome X, la maladie de Type VIII est liée à X plutôt que d'être 
autosomique comme les autres maladies du stockage de glycogène. 


Type IX : Déficience en phosphorylase kinase 

La déficience en phosphorylase kinase, lorsqu'elle est autoso- 
mique récessive, résulte d'une mutation dans l'un des gènes codant 
une sous-unité (B, y ou 8) de la phosphorylase kinase. Puisque dif- 
férents organes contiennent différentes isozymes de la phosphory- 
lase kinase, les symptômes et la sévérité de la maladie de Type IX 
varient avec les organes atteints. 


Type 0: déficience en glycogène synthase hépatique 

C'est la seule maladie du métabolisme du glycogène qui se 
traduit par un manque, et non un excès, de glycogène. L'activité 
de la glycogène synthase étant extrêmement faible chez les indi- 
vidus atteints de cette maladie, ils présentent une hyperglycémie 
après les repas et une hypoglycémie à d'autres moments, Il se 
peut que l'origine de la maladie ne soit pas due à la glycogène 
synthase mais à un déséquilibre de la cascade cyclique de la gly- 
cogène synthase dû à d’autres déficiences métaboliques. La cause 
première de cette maladie de Type O0 est toujours l'objet de 
recherches. 

Plusieurs des maladies du stockage de glycogène donnent lieu 
aux mêmes symptômes cliniques. Leur diagnostic se fait donc 
actuellement par test génétique. 


RE 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 D Dégradation du glycogène Chez les animaux, quand le 
glucose n'est pas utilisé comme source énergétique, il est mis en 
réserve sous forme de glycogène, un glucane avec des liaisons 
a(l—+4) présentant des ramifications œ(1—6) tous les 8 à 14 rési- 
dus, principalement dans les cellules du foie et des muscles. La 
dégradation du glycogène en glucose-6-phosphate (G6P) se fait en 
deux étapes. La glycogène phosphorylase catalyse la phasphorolyse 
de la liaison glycosidique d'un résidu glucosyle terminal pour donner 
du glucose-l-phopshate (GIP). La phosphoglucomutase transforme 
le GIP en G6P. L'enzyme débranchante permet la dégradation com- 
plète du glycogène en catalysant le transfert de chaînes à trois rési- 
dus sur les extrémités non réductrices d'autres chaînes, et l'hydro- 
lyse en glucose de l'unité glucosyl a(1-26) restante. 

2 8 Synthèse du glycogène La synthèse du glycogène à partir 
de G6P est assurée par une voic différente de celle de sa dégrada- 
tion. Le G6P est transformé en GIP sous l'influence de la phos- 
phoglucomutase. L'UDP-glucose pyrophosphorylase utilise l'UTP 
pour transformer le GIP en UDP-glucose, la forme active de glu- 
cose pour la glycogenèse. Le PP, formé au cours de cette réaction 
est hydrolysé par la pyrophosphatase inorganique, ce qui rend la 
réaction globale irréversible. Les unités glucosyle sont transférées, 
par la glycogène synthase, de l'UDP-glucose au groupement C4-OH 
d'un résidu terminal d'une chaîne de glycogène en croissance. Le 
branchement est assuré par l'enzyme branchante, qui catalyse le 
transfert de segments de 7 résidus environ depuis les chaînes 
a(l4) au groupement C6-OH d'un résidu glucosyle de la même 
chaîne ou d'une autre chaîne de glycogène. 

3 & Controle du métabolisme du glycogene Les vitesses de 
synthèse du glycogène par la glycogène synthase et de sa dégra- 
dation par la glycogène phosphorylase sont contrôlées par les 
teneurs de leurs effecteurs allostériques tels que l'ATP, l'AMP, le 


_}. EPS Font ARR 2 MERS Ÿ VE er © Es 


contrôle par phosphorylation/déphosphorylation de ces enzymes. 
Les kinases et phosphatases qui catalysent ces modifications font 


partie de cascades amplificatrices qui sont, en dernier ressort, sous 
le contrôle des hormones glucagon, insuline et adrénaline, et des 
ions Ca?*, Le glucagon et l'adrénaline stimulent la glycogénolyse 
en stimulant l'adénylate cyclase, ce qui augmente la [AMPc] intra- 
cellulaire. L'AMPc est un «second messager » qui active la pro- 
téine kinase À (PKA), laquelle, en activant la phosphorylase kinase, 
assure la phosphorylation de la glycogène phosphorylase et de la 
glycogène synthase. Cette phosphorylation active la glycogène 
phosphorylase mais inactive la glycogène synthase. De plus, l'adré- 
naline entraîne l'augmentation des concentrations d'autres seconds 
messagers, à savoir l'inositol-1,4,5-trisphosphate (IP,), le diacyl- 
glycérol (DAG) et la [Ca?*], qui accentuent les réponses AMPc- 
dépendantes, Les ions Ca?*, libérés également dans le cytosol des 
cellules musculaires sous l'impulsion de l'influx nerveux, se lient 
à la calmoduline. Ceci stimule cette protéine à activer des protéines 
kinases par un mécanisme intrastérique en vertu duquel le com- 
plexe Ca?*-CaM éloigne des séquences auto-inhibitrices des sites 
actifs de ces kinases. Une diminution en [AMPc] et/ou la présence 
d'insuline provoque l'activation de la phosphoprotéine phospha- 
tase-1 qui déphosphoryle la glycogène phosphorylase et la glyco- 
gène synthase. Les phosphoprotéines qui participent au métabo- 
lisme du glycogène sont déphosphorylées sous l'action de la 
phosphoprotéine phosphatase-1, qui n'est active qu'associée à une 
particule de glycogène par l'intermédiaire de sous-unités G,, ou G, 
de liaison au glycogène. Quand la [glucose] est élevée, le foie syn- 
thétise du G6P (et finalement du glycogène) à partir de glucose 
sous l'action de la glucokinase (GK), dont les propriétés cinétiques 
diffèrent de celles des autres hexokinases. Quand la [glucose] est 
basse, la GK est inhibée par la protéine régulatrice de la GK 
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lyse (favorisée à [glucose] basse) pour exporter vers d'autres tissus 
le glucose ainsi obtenu. La concentration en F2,6P hépatique, acti- 
vateur de la PFK-1 et inhibiteur de la FBPase-1, dépend également 
des vitesses de phosphorylation /déphosphorylation-AMPc dépen- 
dantes. La synthèse et la dégradation du F2,6P sont toutes deux 
catalysées par la même enzyme bifonctionnelle, la PFK-2/FBPase- 
2, dont les activités enzymatiques sont contrôlées en sens inverse 
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par régulation allostérique et par phosphorylation/déphosphoryla- 
tion. 

4 M Maladies du stockage de glycogène Les maladies du stoc- 
kage de glycogène sont dues à des déficiences génétiques de l'une 
ou l'autre des enzymes du métabolisme du glycogène. Chez 
l'homme, on connaît dix maladies plus ou moins graves dues à de 
telles déficiences. 
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a 
PROBLÈMES 


1. Une molécule de glycogène formée de 100 000 résidus de glucose 
présente un branchement, en moyenne, tous les 10 résidus. (a) Combien y 
a-t-il d'extrémités réductrices ? (b) Combien y a-t-il de points de branche- 
ment en moyenne ? 

2. Une particule de glycogène mature typique a 12 étages de branches 
avec 2 branches par étage et 13 résidus par branche. Combien de résidus 
glucose une telle particule contient-elle ? 

3. L'oxydation complète d'une molécule de glucose en CO, et H,0 
permet la formation de 38 molécules d'ATP (Chapitre 22). Evaluez le coût 
énergétique fractionnaire correspondant au stockage du glucose sous forme 
de glycogène suivi de lu dégradation du glycogène, par rapport à la dégra- 
dation directe du glucose. (Se rappeler que la structure branchée du glyco- 
gène conduit à la formation, par dégradation, de 92 % de G1P et 8% de 
glucose.) 


4, Quels sont les effets des situations suivantes sur les vitesses de la 
glycogenèse et de la glycogénolyse : (a) augmentation de la concentration 
en Ca’, (b) augmentation de la [ATP], (c) inhibition de l'adénylate 
cyclase, (d) augmentation de la concentration en adrénaline, et (e) aug- 
mentation de la [AMP]? 

5. Montrez que l'activité de l'hexokinase, à l'inverse de celle de la glu- 
cokinase, est insensible à la glycémie pour des valeurs physiologiques. Cal- 
culez le rapport d'activité de la glucokinase sur celle de l'hexokinase quand 
la [glucose] est de 2 mM (hypoglycémique), 5 mM (normale), et 25 mM 
(diabétique). Supposez que K,, = 0,1 mA pour l'hexokinase et que les deux 
enzymes ont la même VV... 


6. Comparez les propriétés d'une cascade bicyclique avec celles d'une 
cascade monocyclique. 

7. La V,,.,, de la glycogène phosphorylase de muscle est beaucoup plus 
grande que celle du foie. Discutez la signification fonctionnelle de cette 
observation, 


8. Comment l'adrénaline agit-elle sur les muscles pour les préparer à 
« lutter ou à fuir » ? 


*9. Le métabolisme du glycogène est encore plus compliqué que nous 
l'avons vu, dans la mesure où de nombreuses protéines kinases, dont la 
phosphorylase kinase, s'autophosphorylent, c'est-à-dire, qu'elles peuvent 
se phosphoryler spécifiquement et donc s'activer elles-mêmes. Indiquez 
quelles peuvent être les conséquences de ce phénomène sur le métabolisme 
du glycogène, prenant en considération le fait que l’autophosphorylation 
catalysée par la phosphorylase kinase peut être un processus intramolécu- 
laire ou intermoléculaire. 

10, Expliquez les symptômes de la maladie de von Gierke. 

11. Un échantillon de glycogène d'un patient atteint d'une maladie du 
foie est incubé avec du P,, de la glycogène phosphorylase normale et de 
l'enzyme débranchante normale. Le rapport glucose-1-phosphate sur glu- 
cose formés dans ce mélange réactionnel est de 100. De quelle déficience 
enzymatique la plus probable souffre le patient ? Quelle est la structure pro- 
bable du glycogène du patient ? 
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Les êtres vivants coordonnent leurs activités à chaque niveau de 
leur organisation grâce à des systèmes complexes de signalisation 
chimique. Les signaux intercellulaires se transmettent par l'inter- 
médiaire de messagers chimiques connus sous le nom d'hormones 
et, chez les animaux supérieurs, via des impulsions électrochi- 
miques transmises par les neurones. Les communications intracel- 
lulaires sont assurées par la synthèse ou l'altération d'une grande 
variété de suhetances différentes aui sont souvent des constituants 


Transduction 
du signal 


à part entière des processus qu'ils contrôlent. Par exemple, les 
voies métaboliques sont régulées par rétrocontrôle d'enzymes 
allostériques, soit par des métabolites de ces mêmes voies, soit par 
modification covalente de ces enzymes. Dans cette section, nous 
étudierons la signalisation par voie chimique et la manière dont ces 
signaux sont transmis. Nous commencerons par exposer les fonc- 
tions des systèmes hormonaux principaux chez l'homme. Nous 
verrons ensuite les trois voies principales de transduction des 
signaux intercellulaires en signaux intracellulaires, par (1) les pro- 
téines G hétérotrimériques, (2) les récepteurs à activité tyrosine- 
kinase et (3) la cascade des phospho-inositides. La neurotransmis- 
sion est étudiée dans la Section 20-$. 


1 M LES HORMONES 


Les hormones sont classées selon la distance à laquelle elles agis- 
sent (Fig. 19-1): 


1. Les hormones endocrines agissent sur des cellules éloi- 
gnées de leur site de libération. Les hormones endocrines comme, 
par exemple, l'insuline et l’adrénaline sont synthétisées puis libé- 
rées dans le flux sanguin par des glandes endocrines spécialisées, 
dépourvues de canaux excréteurs. 


2. Les hormones paracrines (encore appelées médiateurs 
locaux) agissent uniquement sur les cellules voisines de celle qui 
les libère. Ainsi, un élément essentiel du déclenchement de la 
réponse immunitaire est la rencontre entre un globule blanc appelé 
macrophage et un antigène particulier. Le macrophage se lie alors 
à une cellule T spécifique de cet antigène et libère un facteur pro- 
téique de croissance appelé interleukine-1, laquelle stimule la 
prolifération et la différenciation de la cellule T liée (Section 35- 
2A). 

3. Les hormones autocrines agissent sur la cellule qui les 
libère. Par exemple, la réponse d'une cellule T à l'interleukine-1 
est augmentée suite à la libération d'interleukine-2, un facteur de 
croissance, par cette même cellule T qui ainsi s'autostimule. 


Nous sommes déjà familiarisés avec de nombreux aspects du 
contrôle hormonal. Par exemple, nous avons vu comment l'adréna- 
line, l'insuline et le glucagon régulent le métabolisme énergétique 
par l'intermédiaire de l'AMPc (Sections 18-3E et 18-3G). Dans 
cette section, nous étendrons et systématiserons cette information. 
Avant de le faire, on doit signaler que les communications biochi- 
miques ne se limitent pas aux signaux intra- et intercellulaires, De 
nombreux organismes libèrent des substances appelées phéro- 
mones au: modifient Le comportement d'autres orvanismes de la 
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Circulation sanguine 


Cellules 
endocrines 
FIGURE 19-1 Classification des hormones. Les communications hormo- 
nales sont classées en fonction de la distance à laquelle agissent les 
signaux : (a) les signaux endocrines sont dirigés vers les cellules éloi- 


même espèce, un peu comme le font les hormones. Les phéro- 
mones sont le plus souvent des molécules d'attirance sexuelle mais, 
pour certaines espèces, elles ont d'autres fonctions, comme par 
exemple chez les fourmis qui ont des relations sociales complexes. 

Le système endocrine humain (Fig. 19-2) libère une grande 
variété d'hormones (Tableau 19-1) qui permettent à l'organisme de : 


1. Maintenir l'homéostasie (par exemple, l'insuline et le glu- 
cagon maintiennent le niveau de glucose sanguin dans des limites 
strictes aussi bien durant les périodes d'alimentation que durant le 
jeûne). 

2. Répondre à une grande variété de stimuli extérieurs (comme 
ceux préparant «au combat ou à la fuite » relayés par l'adrénaline 
et la noradrénaline), 

3. Exécuter des programmes de développement et des pro- 
grammes cycliques (comme, par exemple, la différenciation sexuelle, 
la maturation, le cycle menstruel et la grossesse, autant de processus 
dépendant des hormones sexuelles ; Sections 19-1G et 19-17), 


La plupart des hormones sont des polypeptides ou des dérivés 
d'acides aminés, ou encore des stéroïdes, bien qu'il existe des 
exceptions importantes à cette généralisation. Quoi qu'il en soit, 
seules les cellules qui possèdent un récepteur spécifique corres- 
pondant à une hormone donnée peuvent réagir à sa présence, 
même si presque toutes les cellules de l'organisme sont exposées 
à l'hormone. Les messages hormonaux sont ainsi ciblés de 
manière quasi-spécifique, 

Dans cette section, nous esquisserons les fonctions hormonales 
des différentes glandes endocrines. Tout le long de l'exposé, il faut 
garder en tête que ces glandes ne sont pas seulement un ensemble 
d'organes sécrétoires indépendants, mais aussi un système de 
contrôle complexe et fortement interdépendant, En effet, comme 
nous le verrons, la sécrétion de nombreuses hormones est elle- 
même contrôlée en retour par la sécrétion d’autres hormones aux- 
quelles répond la glande initiale. Une grande partie de notre 


FIGURE 19-2 Les principales glandes endocrines humaines. D'autres 
tissus. comme par exemple l'intestin. sécrètent également des hormones 


Cellules 
cibles 


gnées par l'intermédiaire de la circulation sanguine, (b) les signaux para- 
crines vers les cellules environnantes, et (c) les signaux autocrines vers la 
cellule qui les produit. 


surrénales 
Pancréas 
Rein à 


14) > 


4/\ 
F ' 


Ovaires 


TABLEAU 19-1 Exemples d'hormones humaines 


Hormone 


Polypeptides 
Corticolibérine (CRF) 


Gonadolibérine (GnRF) 
Thyrolibérine (TRF) 
Somatocrinine (GRF) 
Somatostatine 

Corticotrophine (ACTH) 
Hormone folliculinisante (FSH} 


Hormone lutéinisante (LH) 


Gonadotrophine chorionique (CG) 
Thyrotrophine (TSH) 
Somatotrophine (GH) 
Met-enképhaline 

Leu-enképhaline 


Sécrétine 

Cholécystokinine (CCK) 

Peptide inhibiteur gastrique (GIP) 
Parathormone 


Calcitonine 
Somatomédines 


Stéroïdes 
Glucocorticoïdes 


Noradrénaline 


Triiodothyronine (T;) 


Ovaires et placenta 


Alimentation et lumière solaire 


Médullosurrénale 


Médullosurrénale 


Thyroïde 


Effets principaux 


Stimule la libération d'ACTH 

Stimule la libération de FSH et de LH 

Stimule la libération de TSH 

Stimule la libération de GH 

Inhibe la libération de GH 

Stimule la libération des glucocorticoïdes 

Dans les ovaires, stimule le développement folliculaire, l'ovulation 
et la synthèse d'œstrogènes : dans les testicules, stimule 
la spermatogénèse 

Dans les ovaires, stimule la maturation des ovocytes et la synthèse 
folliculaire d'œstrogènes et de progestérone : dans les testicules, 
stimule la synthèse des androgènes 

Stimule la libération de progestérone par le corps jaune 

Stimule la libération de T, et T, 

Stimule la croissance et la synthèse des somatomédines 

Effets opioïdes sur le système nerveux central 

Effets opioïdes sur le système nerveux central 

Effets opioïdes sur le système nerveux central 

Stimule la réabsorption d'eau par les reins et augmente la pression 
sanguine 

Stimule les contractions utérines 

Augmente la glycémie via la glycogénolyse et la gluconéogenèse, 
et stimule la lipolyse 

Diminue la glycémie via le captage de glucose, et stimule 
la glycogenèse, la synthèse protéique et la lipogenèse 

Stimule la sécrétion acide et la sécrétion de pepsinogène 

Stimule la sécrétion pancréatique de bicarbonate (HCO;) 

Stimule la contraction de la vésicule biliaire et la sécrétion, par 
le pancréas, d’enzymes digestives et de bicarbonate (HCO;) 

Inhibe la sécrétion acide et la contraction gastriques ; stimule 
la libération pancréatique d'insuline 

Augmente la calcémie par action sur l'os, le rein et l'intestin 

Diminue la calcémie par action sur l'os et le rein 

Stimulent la croissance des cartilages ; ont une activité analogue 
à celle de l'insuline 


Modifient le métabolisme de différentes manières, diminuent 
l'inflammation, augmentent la résistance au stress 

Maintiennent l'équilibre hydro-salin 

Maituration et fonctionnement des organes sexuels secondaires, 
principalement chez la femme 

Maturation et fonctionnement des organes sexuels secondaires, 
principalement chez l’homme, différenciation sexuelle chez 
l'homme 

Régulation du cycle menstruel et maintien de la grossesse 

Stimule l'absorption de Ca?* au niveau de l'intestin, du rein et de l'os 


Stimule la contraction de certains muscles lisses et en relâche 
d'autres, augmente la fréquence cardiaque et la pression sanguine, 
stimule la glycogénolyse dans le foie et le muscle, stimule 
la lipolyse dans le tissu adipeux 

Stimule la contraction des artérioles, diminue la circulation 
périphérique, stimule la lipolyse dans le tissu adipeux 

Stimulation du métabolisme de base 
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connaissance de la fonction hormonale provient de mesures pré- 
cises des concentrations hormonales et de l'effet de leurs change- 
ments sur les fonctions physiologiques, ainsi que de la mesure de 
l'affinité des hormones pour leurs récepteurs. Nous commencerons 
donc par nous intéresser à la mesure des concentrations physiolo- 
giques des hormones et à la quantification des interactions récep- 
teur-ligand. 


À. Mesures quantitatives 


a. Radioimmunodosages 

Les concentrations sériques des hormones sont extrêmement 
faibles, généralement comprises entre 107! et 1077 M, de sorte 
qu'elles doivent habituellement être mesurées par des méthodes 
indirectes. Les dosages biologiques ont été traditionnellement 
employés dans ce but, mais ils sont généralement longs, peu com- 
modes et imprécis. Ils ont donc été largement remplacés par des 
radioimmunodosages. Dans cette technique, imaginée par Rosalyn 
Yalow, la concentration inconnue d'une hormone H est déterminée 
en mesurant combien une quantité connue de la même hormone 
radiomarquée H”, se fixe à une quantité donnée d'anticorps anti-H, 
et ceci en présence de H. Cette réaction de compétition peut être 
facilement étalonnée en construisant une courbe standard portant la 
quantité de H° fixée sur anticorps, en fonction de [H]. La forte affi- 
nité du ligand et la spécificité des anticorps procurent aux radioim- 
munodosages les avantages d'être très sensibles et très spécifiques. 


b. Liaison à un récepteur 
Les récepteurs, comme les autres protéines, fixent leurs propres 
ligands en suivant la loi d'action des masses : 


R+L=—=R:L 


Ici, R et L représentent respectivement le récepteur et le ligand, La 
constante de dissociation à l'équilibre peut s'écrire : 


= [RJ{L] _ ([Rir — [R - L}{L] 
+ [R°L] 


“[R°L) 


[19.1] 


où [R}y, la concentration totale de récepteur, est égale à [R] + 
[R : L]. On peut réarranger l'équation [19.1] en la mettant sous une 
forme analogue à celle de l'équation de Michaelis-Menten de la 
cinétique enzymatique (Section 14-2A): 
_IR:L)_ _{L] 


Rh Ki + [L] 
Dans cette expression, YŸ représente le taux d'occupation fraction- 
naire des sites de liaison sur le récepteur. La représentation de 
l'équation [19.2] conduit à une courbe hyperbolique (Fig. 19-3a) 
dans laquelle la constante K, peut être définie comme étant égale 
à la concentration de ligand pour laquelle l'occupation des sites de 
liaison sur le récepteur est égale à 50 % de la valeur maximum. 

Bien qu'il soit possible, en principe, de déterminer K, et [R}+ 
à partir de l'analyse de la courbe hyperbolique de la Figure 19-3a, 
la transformation de l'équation en une forme linéaire est un pro- 
cédé plus précis. L'équation [19.1] peut être réarrangée en : 


(R-L) _ ((R}r-[R-L) 


re 7? 2 


[192] 


[19.3] 


(a) (b) 
1,0 


(R-L] 
[R}r 0,5 


nl 


[L] 


FIGURE 19-3 Fixation d'un ligand sur un récepteur : (a) Représentation 
hyperbolique, (b) Représentation de Scatchard, avec B = [R + L],F=[L} 
et B,,, = (R}y. 


Si l'on conserve la nomenclature propre à l'étude des interactions 
ligand-récepteur, [R + L] devient B (pour «bound ligand »), [L] 
devient F (pour «free ligand ») et [R], est représenté par B,... 
L'équation [19.3] s'écrit donc : 

B (B.. -B) 1 Bus 

F K, HAS 2 
Si l'on porte B/F en fonction de B, représentation connue sous 
le nom de diagramme de Scatchard (du nom de George Scat- 
chard, qui en est à l'origine), on obtient une droite de pente - 
1/K, et d’abscisse à l'origine égale à B,.. (Fig. 19-3b). B et F 
peuvent être déterminées en effectuant des dosages après filtra- 
tion, En effet, la plupart des récepteurs sont des protéines liées 
aux membranes et insolubles, ce qui permet de les séparer du 
ligand libre par filtration (les récepteurs qui sont solubilisés peu- 
vent être séparés du ligand libre par passage sur filtre de nitro- 
cellulose, laquelle fixe les protéines de manière non spécifique. 
Ainsi, en utilisant un ligand marqué, il est possible de détermi- 
ner les valeurs de B et de F (soit [R : L] et [L}) en mesurant la 
radioactivité sur le filtre et celle restant en solution. La vitesse 
de dissociation de R : L est généralement suffisamment faible 
(demi-vie allant de quelques minutes à plusieurs heures) pour 
n'entraîner que des erreurs non significatives lorsqu'on lave le 
filtre pour enlever le ligand libre résiduel. 


[19.4] 


c. Études de liaison compétitive 

Une fois que les paramètres de fixation d'un ligand sur un 
récepteur ont été déterminés, les constantes de dissociation 
d'autres ligands pour le même site peuvent être déterminées par 
des études de liaison compétitive. Le modèle est analogue à celui 
de l’inhibition compétitive dans le cas d'une enzyme michaelienne 
(Section 14-3A): 


où 1 est le ligand en compétition et dont la constante de dissocia- 
tion du récepteur peut s'exprimer par : 


[R][1] 


‘ [R-1] 


Par analogie directe avec l'équation qui décrit l'inhibition compé- 
titive, on obtient : 


[19.5] 


(RJr{L] “à 


Les affinités relatives d'un ligand et d’un inhibiteur peuvent donc 
être déterminées en effectuant le rapport de l'équation [19.6] en 
présence d'un inhibiteur, et de celle en absence d' inhibiteur : 


[R:Lh Ki + [L] 


[R : Ljo (1] 
«(1 + ) +[(L] 
On appelle {1,,] la concentration de la molécule en compétition, 
lorsque ce rapport vaut 0,5 (30% d'inhibition), par analogie avec 
la [CL] des médicaments qui inhibent des enzymes (Section 15- 
4A). On peut ainsi en déduire l'expression de K, à partir de l'équa- 
tion {19.7|, dans le cas où l'on a 50 % d'inhibition : 


[so) 


[0 [19.8] 
Ki 


[19.7] 


K, = 


B. Hormones pancréatiques 


Le pancréas est une glande de grande taille, dont la plus grande 
parte est une glande exocrine chargée de produire des enzymes 
digestives comme la trypsine, l'ARNase À, l'œ-amylase et la phos- 
pholipase À, qu'il sécrète, via le canal pancréatique, dans l'intes- 
tin grêle. Cependant, environ 1 à 2% du tissu pancréatique est 
constitué d'amas dispersés de cellules connus sous le nom d’ilots 
de Langerhans, qui forment une glande endocrine dont la fonc- 
tion est de maintenir l'homéostasie énergétique. Les flots pancréa- 
tiques contiennent trois types de cellules, dont chacun sécrète une 
hormone polypeptidique caractéristique : 


1. Les cellules & sécrètent le glucagon (29 résidus; Section 
18-3E), 


2. Les cellules B sécrètent l'insuline (51 résidus ; Fig. 9-4). 
3. Les cellules 8 sécrètent la somatostatine (14 résidus). 


L'insuline, qui est sécrétée en réponse à une élévation de la 
concentration en glucose sanguin, fonctionne en premier lieu pour 
stimuler le stockage du glucose par les cellules du muscle, du foie 
et du tissu adipeux en vue d'une utilisation ultérieure, en synthéti- 
sant du glycogène, des protéines et des lipides (Section 27-2). Le 
glucagon, qui est sécrété en réponse à des niveaux bas de glucose 
sanguin, a essentiellement des effets opposés : il stimule la libéra- 
tion, par la glycogénolyse (Section 18-3E), et la gluconéogenèse 
(Section 23-1), du glucose hépatique (Section 18-3E), et il stimule 
lt libération, par la lipolyse, des acides gras du tissu adipeux. La 
somatostatine, qui est également sécrétée par l'hypothalamus (Sec- 
tion 19-1H), inhibe la libération d'insuline et de glucagon par les 
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Section 19-1. Les hormones 661 


Les hormones polypeptidiques, comme d'autres protéines des- 
tinées à la sécrétion, sont synthétisées sous forme de préprohor- 
mones, pour être transformées en hormones matures dans le réti- 
culum endoplasmique rugueux et l'appareil de Golgi. Elles sont 
ensuite stockées dans des granules sécrétoires où elles attendent le 
signal de leur libération par exocytose (Sections 12-4B, 12-4C et 
12-4D). Les stimuli physiologiques les plus puissants pour la libé- 
ration d'insuline et de glucagon sont, respectivement, une glycé- 
mie élevée et une glycémie basse, de sorte que les cellules des flots 
sont les détecteurs primordiaux de glucose dans l'organisme. 
Cependant, la libération de ces hormones est également influencée 
par le système nerveux autonome (involontaire) et par des hor- 
mones sécrétées dans le tractus gastro-intestinal (Section 19-1C). 


C. Hormones gastro-intestinales 


La digestion et l'absorption des aliments est un processus com- 
plexe qui est régulé par le système nerveux autonome en associa- 
tion avec un plusieurs hormones polypeptidiques. En effet, les hor- 
mones gastro-intestinales sont sécrétées dans le flux sanguin par 
un système de cellules spécialisées qui bordent le tractus gastro- 
intestinal et dont la masse est plus grande que celle du reste du sys- 
tème endocrine. Les quatre hormones gastro-intestinales les mieux 
caractérisées sont : 


1. La gastrine (17 résidus), qui est produite par la muqueuse 
gastrique, stimule la sécrétion d'HCI et de pepsinogène (le zymo- 
gène de la pepsine, protéase digestive). La libération de gastrine 
est stimulée par des aminoacides et des protéines partiellement 
hydrolysées, de même que par le nerf vague (qui innerve l'esto- 
mac) en réponse à une distension de l'estomac. La libération de 
gastrine est inhibée par l'HCI et par d'autres hormones gastro- 
intestinales. 

2. La sécrétine (27 résidus), qui est produite par la muqueuse 
du duodénum (intestin grêle supérieur) en réponse à l'acidification 
par l'HCI gastrique, stimule la sécrétion pancréatique de HCO; 
pour la neutralisation de cet acide. 


3. La cholécystokinine (CCK ; 8 résidus), qui est produite par 
le duodénum, stimule la contraction de la vésicule biliaire et la 
sécrétion pancréatique d'enzymes digestives et de HCO;, augmen- 
tant ainsi l'effet de la sécrétine. Elle inhibe également la vidange 
gastrique. La CCK est libérée en réponse à des produits de diges- 
tion lipidique et protéique, c'est-à-dire les acides gras, les mono- 
acylglycérols, les acides aminés et les peptides. 

4. Le peptide inhibiteur gastrique (GIP ; également appelé 
polypeptide insulinotrope glucose-dépendant ; 42 résidus), qui 
est produit par des cellules spécialisées bordant l'intestin grêle, est 
un inhibiteur puissant de la sécrétion acide, de la motilité et de La 
contraction gastriques. Cependant, la fonction physiologique 
majeure du GIP est de stimuler la libération d'insuline pancréa- 
tique. En effet, la libération de GIP est stimulée par la présence de 
glucose dans l'intestin, ce qui explique l'observation selon 
laquelle, après un repas, le niveau d'insuline sanguin augmente 
avant celui de glucose. 


Ces hormones gastro-intestinales constituent des familles de poly- 


peptides apparentés : les pentapeptides C-terminaux de la gastrine 
et de la CCK sont identiques : les séquences de la sécrétine, du GIP 
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Plusieurs autres polypeptides affectant la fonction gastro-intes- 
tinale ont été isolés de l'intestin. Cependant leur rôle physiolo- 
gique n'est pas clair (voir cependant Section 27-3C), En effet, le 
caractère diffus de la distribution des cellules gastro-intestinales 
qui libèrent ces substances empêche leur isolement, procédé habi- 
tuellement employé pour les études contrôlées des effets des hor- 
mones endocrines. 


D. Hormones thyroïdiennes 


La glande thyroïde produit deux hormones de structures voisines, 
la triiodothyronine (T,) et la thyroxine (T.,), 


[ES LE H 
| 
HO (e) CH —Q—0007 
+ 
X l — 


X - H  Triiodothyronine (T3) 
X 1  Thyroxine (Ty) 


Thyroglobuline 


FIGURE 19-4 Biosynthèse, dans La glande thyroïde, de T3 et T4, 
Celle-ci imoliaue l'iodation. le counlace et l'hvdrolves (nrntéalves) de 


qui stimulent le métabolisme dans la plupart des tissus (le cer- 
veau adulte constituant une exception notable). La production de 
ces acides aminés iodés non usuels commence par la synthèse de 
la thyroglobuline, une protéine de 2748 résidus. Cette protéine 
subit des modifications post-traductionnelles très particulières 
(Fig. 19-4): 

1. Environ 20% des 140 résidus Tyr de la thyroglobuline 
sont iodées par l'intermédiaire d'une réaction catalysée par une 
thyroperoxydase (TPO), qui forme des résidus de 2,5-diiodo- 
tyrosine. 

2. Deux de ces résidus sont ensuite couplés pour former des 
résidus T, et T,. 

3. La thyroglobuline mature ne possède pas elle-même d'acti- 
vité hormonale. Cependant, cinq ou six molécules d'hormones 
actives, T, et T,, sont produites par protéolyse lysosomiale de la 
thyroglobuline, après stimulation hormonale de la thyroïde (Sec- 
tion 19-1H). 


Comment les hormones thyroïdiennes fonctionnent-elles ? T, et 
T;, qui sont des molécules non polaires, sont transportées par le 


résidus Tyr de la thyroglobuline. L'ion 1°, relativement rare, est accumulé 
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sang sous forme de complexes avec des transporteurs protéiques 
plasmatiques, en premier lieu la TBG («Thyroxin-binding glo- 
bulin »), mais aussi la préalbumine (également appelée trans- 
thyrétine) et l'albumine. Les hormones passent ensuite à travers 
les membranes cellulaires de leur cellules cibles jusque dans le 
cytosol où elles se fixent à une protéine spécifique. Puisque le 
complexe protéine-hormone résultant n'entre pas dans le noyau, on 
pense qu'il agit pour maintenir un réservoir intracellulaire d’hor- 
mones thyroïdiennes. Le vrai récepteur d’hormone thyroïdienne 
est une protéine associée aux chromosomes, qui ne quitte donc pas 
le noyau. La fixation de T; et, à un degré moindre, de T, , active ce 
récepteur comme facteur de transcription (Section 5-4A), ce qui 
conduit à augmenter la vitesse de synthèse de nombreuses enzymes 
du métabolisme. Des sites de fixation d'hormones thyroïdiennes, 
possédant une forte affinité, se trouvent également sur la mem- 
brane interne des mitochondries (siège du transport des électrons 
et des phosphorylations oxydatives ; Section 22-1), ce qui suggère 
que ces récepteurs peuvent directement réguler la consommation 
d'O, et la production d'ATP. 

Des niveaux anormaux d'hormones thyroïdiennes se rencon- 
trent couramment chez l'homme. L'hypothyroïdie est caractérisée 
par une léthargie, une obésité et une peau froide et sèche, tandis 
que l'hyperthyroïdie a des effets opposés. Les habitants des zones 
dans lesquelles le sol contient un trop faible taux d'iode dévelop- 
pent souvent une hypothyroïdie accompagnée d'une augmentation 
de la taille de la glande thyroïde, ce qu'on appelle un goitre. La 
petite quantité de Nal que l'on ajoute souvent au sel de table vendu 
dans le commerce (sel « iodé ») évite facilement cette maladie due 
à un déficit en iode, Un jeune mammifère a besoin d'hormones 
thyroïdiennes pour une croissance et un développement normaux : 
l'hypothyroïdie durant la période fœtale ou immédiatement après 
la naissance conduit à un retard physique et mental irréversible, 
connu sous le nom de crétinisme. 


E. Contrôle du métabolisme calcique 


L'ion calcium, Ca, forme de l'hydroxyapatite, Ca.(PO,),0H, 
principal constituant minéral de l'os. C'est de plus un élément 
essentiel dans de nombreux processus biologiques parmi lesquels 


FIGURE 19-5 Rôles de la PTH, de la vitamine D et de la calcitonine 
dance Le contrâûle du métahalleme de l’inn Cal. 
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la médiation de signaux hormonaux en tant que second messager, 
le déclenchement de la contraction musculaire, la transmission des 
influx nerveux et la coagulation sanguine. La concentration extra- 
cellulaire de Ca?* doit donc être étroitement régulée de façon à 
conserver sa valeur normale d'environ 1,2 mM. Trois hormones 
sont impliquées dans l'homéostasie de l'ion Ca2* (Fig. 19-5): 


1. La parathormone (PTH), polypeptide de 84 résidus sécrété 
par la glande parathyroïde, augmente la concentration de Ca°* 
sérique en stimulant sa résorption à partir de l'os et sa réabsorp- 
tion par les reins, et en augmentant l'absorption alimentaire du 
Ca?* par l'intestin. 

2. La vitamine D, groupe de molécules de structure semblable à 
celle des stéroïdes, agit en synergie avec la PTH pour augmenter 
la concentration de Ca}* sérique. 


3. La calcitonine, polypeptide de 33 résidus synthétisé par des 
cellules spécialisées de la glande thyroïde, diminue la concentra- 
tion de Ca?* sérique en inhibant la résorption du Ca?* osseux et sa 
réabsorption par les reins. 

Les fonctions de ces hormones sont brièvement décrites ci-des- 
sous. 


a. Parathormone 

Les os, qui constituent le réservoir principal de Ca** dans le 
corps humain, ne sont en aucune façon inertes d'un point de vue 
métabolique. Ils sont continuellement en renouvellement sous l'ac- 
tion de deux types de cellules osseuses : les ostéoblastes, qui syn- 
thétisent les fibrilles de collagène formant la majeure partie de la 
matrice organique osseuse, sur laquelle est déposée la phase miné- 
rale constituée de Ca;{(PO,),0H, et les ostéoclastes qui participent 
à la résorption osseuse (Section 15-4A). La PTH inhibe la synthèse 
du collagène par les ostéoblastes et stimule la résorption osseuse 
par les ostéoclastes. Cependant, l'effet principal de la PTH est 
d'augmenter la vitesse d'excrétion rénale du phosphate, qui est le 
contre-ion du Cæ* dans l'os. La diminution de la concentration de 
phosphate sérique qui en découle entraîne, par la loi d'action des 
masses, une fuite de Ca{PO,),OH de l'os, ce qui augmente la 
concentration de Ca?* sérique. Enfin, la PTH stimule la production 
de la forme active de la vitamine D dans le rein, ce qui augmente 
le transfert du Ca?* de l'intestin vers le sang (voir ci-après). 


b. Vitamine D 

Le terme de vitamine D regroupe des substances d'origine ali- 
mentaire qui empêchent le rachitisme, maladie infantile caractéri- 
sée par un retard de croissance et une déformation des os prove- 
nant d'une minéralisation osseuse insuffisante (chez les adultes, le 
déficit en vitamine D est connu sous le nom d'ostéomalacie, 
caractérisée par une fragilisation et une déminéralisation des os). 
Bien que le rachitisme ait été décrit pour la première fois en 1645, 
ce n'est qu'au début du vingtième siècle que l’on a découvert que 
les graisses animales, et en particulier les huiles de foie de pois- 
son, sont efficaces pour la prévention de la maladie. De plus on 
peut l'éviter en exposant les enfants à la lumière du soleil ou à la 
lumière UV entre 230 et 313 nm, quelle que soit l'alimentation. 
Les vitamines D, dont nous verrons qu’elles sont en fait des hor- 
mones, sont des dérivés des stérols dans lesquels le cycle B (Fig. 
12-9) est rompu au niveau de la liaison 9, 10. La forme naturelle 
de la vitamine la vitamine M (chanléraleiférnl ect formée dance 
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la peau des animaux par l'action photolytique de la lumière UV sur 
le 7-déhydrocholestérol, sans intervention d'enzymes : 


R 


H,C R-X 7-Déhydro- 
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La vitamine D, (ergocalciférol), qui ne diffère de la vitamine D, 
que par une double liaison et un groupement méthyle sur la chaîne 
latérale, est formée par l'irradiation UV de l'ergostérol, stérol pré- 
sent chez les plantes. Puisque les vitamines D, et D, ont des pro- 
priétés biologiques presqu'identiques, on utilise couramment la 
vitamine D, comme complément vitaminique, en particulier dans 
le lait. 

Les vitamines D, et D, n'ont pas d'action hormonale en tant 
que telles : elles n'acquièrent leur activité biologique que par un 
processus métabolique ultérieur, d'abord dans le foie, puis dans le 
rein (Fig. 19-6): 


1. Dans le foie, la vitamine D, est hydroxylée pour former le 
25-hydroxycholécalciférol, en présence d'O, et de cholécalcifé- 
rol-25-hydroxylase. 

2. Le 25-hydroxycholécalciférol est transporté vers le rein, où 
il est à nouveau hydroxylé par une oxygénase mitochondriale, la 
25-hydroxycholécalciférol-1-a-hydroxy-lase, ce qui conduit au 
te € dbedenwmatanténntatftnnh El MESSRENS FD ut net La from 


hormonale active. L'activité de la 25-hydroxycholécalciférol-1o- 
hydroxylase est régulée par la PTH, de sorte que cette réaction 
joue un rôle important dans le contrôle de l'homéostasie du C@*. 


La 1,25(0H),D provoque l'augmentation du Ca* sérique en 
favorisant l'absorption intestinale du Ca* alimentaire et en sti- 
mulant la libération du C&* osseux. L'absorption intestinale du 
Caï* est stimulée par l'augmentation de la synthèse d'une protéine 
de liaison du Ca?*, qui transporte l'ion Ca?* à travers la muqueuse 
intestinale, Le 1,25(OH),D se fixe sur les récepteurs cytoplas- 
miques des cellules épithéliales intestinales qui, après transport au 
noyau, fonctionnent comme facteurs de transcription de la protéine 
de liaison du Ca**. Le maintien de l'électroneutralité nécessite que 
le transport de Ca/* s'accompagne de celui de contre-ions, parti- 
culièrement de phosphate inorganique, P, de sorte que le 
1,25(OH),D stimule également l'absorption intestinale de P,. L'ob- 
servation selon laquelle le 1,25 (OH),D, comme la PTH, stimule 
la libération de Ca* et de P, provenant des os, semble paradoxale 
si l’on considère que de faibles teneurs en 1,25(0H),D entraînent 
une minéralisation osseuse inférieure à la normale. Il est probable 
que l'augmentation de la concentration de Ca sérique, qui résulte 
de l'absorption intestinale de Ca?* stimulée par 1,25(0H), D, per- 
met à l'os de capter plus de Ca?* qu'il n’en perd par stimulation 
hormonale directe. 

La vitamine D, à la différence des vitamines hydrosolubles, est 
retenue dans l'organisme, de sorte qu'une consommation exces- 
sive de vitamine D pendant de longues périodes entraîne une 
intoxication à la vitamine D. Le niveau élevé de Ca°* sérique qui 
en résulte entraîne alors une calcification anormale de tissus divers 
mous. Les reins sont particulièrement sujets à la calcification, pro- 
cessus qui peut conduire à la formation de calculs rénaux et, à 
terme, à une insuffisance rénale. De plus, une intoxication due à la 
vitamine D conduit à une déminéralisation osseuse au point que les 
os peuvent facilement se fracturer. L'observation selon laquelle le 
niveau de pigmentation des populations indigènes tend à augmen- 
ter au voisinage de l'équateur s'expliquerait par le fait que la pig- 
mentation de la peau empêche l'intoxication due à la vitamine D, 
en filtrant les radiations solaires excessives. 


c. Calcitonine 

La calcitonine a essentiellement un effet opposé à celui de la 
PTH ; elle abaisse la concentration de Ca* sérique. Elle le fait 
principalement en inhibant la résorption osseuse par les ostéo- 
clastes. Puisque la PTH et la calcitonine stimulent toutes deux la 
synthèse d'AMPc dans leurs cellules cibles (Section 19-2A), on 
voit mal comment ces hormones peuvent affecter de manière 
opposée les ostéoclastes, La calcitonine inhibe aussi la réabsorp- 
tion du Ca? par les reins mais, dans ce cas, les cellules rénales 
sensibles à la calcitonine diffèrent de celles que stimule la PTH 
pour réabsorber le Ca?*. 


F. Adrénaline et noradrénaline 


Les glandes surrénales sont constituées de deux types distincts de 
tissus : la médullaire (corps central), qui est en réalité l'extension 
du système nerveux sympathique (partie du système nerveux auto- 
nome), et le cortex (zone externe). Nous considérons ci-dessous 
les hormones de la médullosurrénale ; celles du cortex seront étu- 
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H,C CH, H,C CH, 
H;C CHy  Cholécalciférol- H,C CH, OH 
25-hydroxylase 
(foie) 
(l | 
CH; CH; 
HO‘ HO°° 
Cholécalciférol 25-Hydroxycholécalciférol 
re moe Oz) 25-hydroxycholécalciférol- 
PTH (+) ------. > la-hydroxylase (rein) 
| ; H;C CH, 
La médullosurrénale synthétise deux catécholamines (dérivés 
aminés du catéchol, ou 1.2-dihydroxybenzène) ayant une action H.C CH OH 
hormonale : la noradrénaline et son dérivé méthylé, l'adréna- ; k 
line : 
HO 
+ 
no {(O)}-gu-euin+ f 
| CH, 
R=H Noradrénaline HO** oH 
R - CH; Adrénaline 
Ces hormones sont synthétisées à partir de la tyrosine, comme 1a,25-Dihydroxycholécalciférol 
décrit dans la Section 26-4B, et elles sont ensuite stockées dans des 7 


granules, en attendant leur libération par exocytose qui s'effectue 
sous contrôle du système nerveux sympathique, 

Les effets biologiques des catécholamines s’exercent par l'in- 
termédiaire de deux classes de récepteurs transmembranaires de la 
membrane plasmique, les récepteurs æ- et B-adrénergiques. Ces 
glycoprotéines ont été, à l'origine, identifiées par leurs réponses 
différentes à certains agonistes (substances qui se fixent sur un 
récepteur de manière à produire une réponse hormonale) et à cer- 
tains antagonistes (substances qui se fixent sur un récepteur hor- 
monal sans produire de réponse, bloquant ainsi l’action des ago- 
nistes). Par exemple, les récepteurs B-adrénergiques, mais pas les 
&, sont stimulés par l'isoprotérénol mais bloqués par le propra- 
nolol, 


HO 
co 
HO CH Cher Nla-Q 
OH CH 
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FIGURE 19-6 Activation, sous forme d'hormone, de La vitamine D, 
dans le foie puis dans le rein. La vitamine D, (ergocalciférol) est acti- 
vée de la même manière. 


alors que les &, mais non les B, sont bloqués par la phentolamine : 


H3C 
: N 
Ru-cu,-Q)] 
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OH 
Phentolamine 


Les récepteurs &- et B-adrénergiques, que l'on trouve dans des 
tissus différents chez les mammifères, répondent généralement de 
manière différente et souvent opposées aux catécholamines. Par 
exemple, les récepteurs B-adrénergiques, qui activent l'adénylate 
cyclase, stimulent la glycogénolyse et la gluconéogenèse dans le 
foie (Sections 18-3E et 18-3G), la glycogénolyse et la glycolyse 
dans le muscle squelettique, la lipolyse dans le tissu adipeux, le 
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relâchement du muscle lisse (involontaire) dans les bronches et les 
vaisseaux sanguins qui irriguent les muscles squelettiques (volon- 
taires) et ils augmentent l'activité cardiaque. A l'opposé, les récep- 
teurs G-adrénergiques, dont les effets intracellulaires interviennent 
soit par l’inhibition de l'adénylate cyclase (récepteurs @, : Section 
19-2C) ou par la cascade des phospho-inositides (récepteurs «, ; 
Section 19-4A), stimulent la contraction des muscles lisses dans 
les vaisseaux sanguins qui irriguent des organes périphériques 
comme la peau et le rein, le relâchement du muscle lisse dans le 
poumon et le tractus gastro-intestinal et l'agrégation plaquettaire. 
La plupart de ces divers effets ont une finalité commune : la mobi- 
lisation des ressources énergétiques et leur orientation là où elles 
sont le plus nécessaires à une action immédiate de la part de l'or- 
ganisme. 

Les réponses et les distributions tissulaires distinctes des 
récepteurs @&- et B-adrénergiques et de leurs sous-types vis-à-vis 
de différents agonistes et antagonistes ont d'importantes consé- 
quences thérapeutiques. Par exemple, le propranolol est large- 
ment utilisé pour le traitement de l'hypertension artérielle et pro- 
tège les victimes d'attaques cardiaques contre des accidents 
ultérieurs, alors que les effets bronchodilatateurs de l'adrénaline 
la rendent utile dans le traitement de l'asthme, maladie respira- 
toire due à une contraction inappropriée des muscles lisses des 
bronchioles. 


G. Hormones stéroïdes 


a. Les corticostéroïdes contrôlent de nombreuses fonctions 
métaboliques 
Le cortex surrénalien produit au moins 50 corticostéroïdes 
différents (dont la synthèse est décrite dans la Section 25-6C). 
Ils ont été classés selon les réponses physiologiques qu'ils indui- 
sent : 


1. Les glucocorticoïdes modifient le métabolisme des glu- 
cides, des protéines et des lipides de manière quasi-opposée à celle 
de l'insuline et ils influencent une grande variété d'autres fonctions 
vitales, y compris les réactions inflammatoires et la capacité d'af- 
fronter des situations de stress. 

2. Les minéralocorticoides interviennent essentiellement 
pour réguler l'excrétion des sels et de l'eau par le rein. 

3. Les androgènes et les æstrogènes modifient la fonction et 
le développement sexuels. Ils sont produits en plus grandes quan- 
tités par les gonades. Les glucocorticoïdes, dont les plus courants 
sont le cortisol (encore appelé hydrocortisone) 


Cortisol (hydrocortisone) 


et la corticostérone, et les minéralocorticoïdes, dont le plus connu 
est l’aldostérone, sont tous des composés comportant 21 atomes 
de carbone : 


CH,OH 
C=0 
HO H,C 
H;C 
[e] 
Corticostérone mia 
l C=0 
HO HC 
H,C 
0 
Aldostérone 


Les stéroïdes, qui sont insolubles dans l'eau, sont transportés 
dans le sang complexés à la transcortine, une glycoprotéine, et à 
un degré moindre, à l’albumine. Les stéroïdes (y compris la vita- 
mine D) entrent spontanément dans leurs cellules cibles en traver- 
sant leur membrane et ils se fixent sur leurs récepteurs cytoplas- 
miques. Les complexes stéroïde-récepteur migrent ensuite vers le 
noyau où ils fonctionnent comme facteurs de transcription pour 
induire, ou parfois réprimer, la transcription de gènes spécifiques 
(voir Section 34-3B), De cette manière, les glucocorticoïdes et les 
minéralocorticoïdes influencent l'expression de nombreuses 
enzymes qui jouent un rôle dans le métabolisme de leurs tissus 
cibles respectifs, Les hormones thyroïdiennes, elles aussi non 
polaires, agissent de même. Cependant, comme nous le verrons ci- 
dessous, toutes les autres hormones agissent de manière plus indi- 
recte, car elles se lient à leurs récepteurs propres à la surface cel- 
lulaire et déclenchent ainsi des cascades intracellulaires complexes 
qui influencent la transcription et d’autres processus cellulaires. 

Un fonctionnement défectueux des corticosurrénales, soit à 
cause d’une maladie ou à la suite d’un traumatisme, aboutit à une 
situation pathologique appelée maladie d’Addison, qui est carac- 
térisée par une hypoglycémie, une faiblesse musculaire, une fuite 
de Na*, une rétention de K*, une fonction cardiaque affaiblie, une 
perte d'appétit et une sensibilité fortement augmentée vis-à-vis du 
stress. La victime, à moins d'être traitée par administration de glu- 
cocorticoïdes et de minéralocorticoïdes, dépérit lentement et meurt 
sans douleur particulière, Le cas opposé, c'est-à-dire un hyper- 
fonctionnement des corticosurrénales, qui est habituellement causé 
par une tumeur des corticosurrénales ou de l'hypophyse (Section 
19-1H), conduit au syndrome de Cushing, qui comprend de la 
fatigue, une hyperglycémie, un œdème (rétention d'eau), et une 
redistribution typique des graisses donnant un « visage lunaire » 
caractéristique, Le traitement de certaines maladies par des corti- 
coïdes synthétiques pendant une longue durée conduit à des symp- 
tômes analogues. 


b. Les stéroïdes des gonades contrôlent la fonction et le 

développement sexuels 

Les gonades (testicules chez le mâle, ovaires chez la femelle), 
en plus de produire des spermatozoïdes ou des ovules, sécrètent 
des hormones stéroïdes (androgènes et æstrogènes) qui régulent la 
différenciation sexuelle, l'apparition et le maintien des caractères 
sexuels secondaires et le comportement sexuel. Bien que les testi- 
cules et les ovaires synthétisent tous deux des androgènes et des 
œstrogènes, les testicules sécrètent principalement des androgènes, 
dès lors connus sous le nom d'hormones sexuelles mâles, alors 
que les ovaires produisent en premier lieu des æstrogènes, appe- 
lées hormones sexuelles femelles. 

Dans la structure des androgènes, dont la testostérone est le 
prototype, 

OH 
H;C 


H;C 


Testostérone OH 
H,C 


HO L 
B-Œstradiol 


Progestérone 


il manque en position C17 le substituant à deux atomes de carbone 
qui est présent dans les glucocorticoïdes. Ce sont donc des com- 
posés en C,.. Les æstrogènes, comme par exemple le B-æstradiol, 
ressemblent aux androgènes mais il leur manque un groupement 
méthyle en position C10, parce qu'ils possèdent un cycle A aro- 
matique. Ce sont donc des composés en C... Il est intéressant de 
noter que la testostérone est un intermédiaire dans la biosynthèse 
des œstrogènes (Fig. 25-6C). Une seconde classe de stéroïdes ova- 
riens, des composés en C;, appelés progestines, interviennent dans 
le cycle menstruel et la grossesse (Section 19-11). La progesté- 
rone, qui est la progestine la plus abondante, est en fait un pré- 
curseur des glucocorticoïdes, des minéralocorticoïdes et de la tes- 
tostérone (Section 25-6C). 


c. La différenciation sexuelle est contrôlée par des 
hormones et des facteurs génétiques 
Quels sont les facteurs qui contrôlent la différenciation 
sexuelle ? Si on enlève, par intervention chirurgicale, les gonades 
A'un emheunn mêle da mammifäre rot individu aura le nhénatune 
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femelle. De toute évidence, les mammifères sont programmés pour 
se développer comme femelles à moins d'être soumis à l'influence 
d'hormones testiculaires lors du développement embryonnaire. En 
effet, les individus qui sont génétiquement mâles et chez lesquels 
les récepteurs cytosoliques d'androgènes sont absents ou non fonc- 
tionnels, sont phénotypiquement femelles, situation appelée fémi- 
nisation testiculaire. Curieusement, les æstrogènes ne semblent 
pas jouer de rôle dans le développement sexuel des embryons 
femelles, alors qu'ils sont essentiels pour leur maturation et leur 
fonction sexuelles. 

Normalement les individus possèdent le génotype soit XY 
{mâle) soit XX (femelle) (Section 1-4C). Cependant, ceux qui pos- 
sèdent les génotypes anormaux XXY (syndrome de Klinefelter) 
ou X0 (un seul chromosome sexuel ; syndrome de Turner) ont, 
respectivement, des phénotypes mâle et femelle, bien que les deux 
types soient stériles. Apparemment, wn chromosome Ÿ normal 
confère le phénotype mâle, alors que son absence confère un phé- 
notype femelle. I y a cependant des rares cas (1 sur 20 000) de 
mâles XX et de femelles XY. Des études d’hybridation d'ADN ont 
révélé que ces mâles XX (qui sont stériles et ont d'ailleurs été 
identifiés pour cette raison) ont un court segment du chromosome 
normal Ÿ qui a subi une translocation sur un des chromosomes X, 
tandis que les femelles XY ne possèdent pas ce segment. 

Les embryons mâles et femelles - jusqu'à leur sixième semaine 
de développement chez l'homme - ont des organes sexuels iden- 
tiques et indifférenciés. A l'évidence, le chromosome Y contient 
un gène, le facteur de détermination des testicules (TDF), qui 
induit la différenciation des testicules, dont les sécrétions hormo- 
nales favorisent à leur tour le développement des caractères mas- 
culins. Les segments de chromosome qui sont mal placés chez les 
femelles XY et les mâles XX ont en commun une séquence de 
140 kb. Celui-ci contient un gène de structure appelé SRY (pour 
sex-determining region of Ÿ) qui code un motif (80 résidus) de 
fixation à l'ADN. De nombreuses femmes XY ont, dans la région 
de leur gène SRY codant ce domaine de liaison à l'ADN, une muta- 
tion (absente de leur gène patemel) qui élimine cette liaison. SRY 
est exprimé dans les cellules gonadiques embryonnaires qui ont été 
reconnues responsables de la détermination testiculaire. De plus, 
parmi onze souris XX qui ont été rendues transgéniques pour Sry 
(équivalent murin de SRŸ), trois se sont révélées être des mâles. 
Ainsi TDFISRY est le premier exemple clair d'un gène de mam- 
mifère qui contrôle entièrement le développement complet d'un 
organe (le développement est étudié dans la Section 34-4B). 


H. Contrôle des fonctions endocrines : 
hypothalamus et hypophyse 


Le lobe antérieur de l'hypophyse (l'adénohypophyse) et l'hypo- 
thalamus, une zone du cerveau voisine, constituent une unité fonc- 
tionnelle qui contrôle, via des hormones, une grande partie du sys- 
tème endocrine. Les neurones de l'hypothalamus synthétisent une 
série d'hormones polypeptidiques connues sous le nom de facteurs 
de libération et facteurs d’inhibition qui, en passant directement 
dans l'adénohypophyse par voie sanguine (leurs demi-vies sont de 
quelques minutes), stimulent ou inhibent la libération, dans le flux 
sanguin, des hormones trophiques adénohypophysaires corres- 
pondantes. Ces dernières, par définition, stimulent leurs tissus 
endocrines cibles de façon à ce qu'ils sécrètent leurs propres hor- 


mnnaes 1 20 fortpetre de Klein at d'inbilinasn se lnemnnae tn 


668 Chapitre 19. Transduction du signal 


phiques et les hormones endocrines sont sécrétées respectivement 
en quantités journalières de l'ordre du nanogramme, du micro- 
gramme et du milligramme et ont, dans cet ordre, des durées de vie 
de plus en plus longues ; on peut donc dire que ces systèmes hor- 
monaux forment des cascades d'amplification. Quatre de ces sys- 
tèmes prédominent chez l'homme (Fig. 19-7 ; à gauche) : 


L. La corticolibérine (CRE ou CRH ; 41 résidus) entraîne la 
libération, par l'adénohypophyse, de la corticotrophine (ACTH ; 
39 résidus) qui stimule la libération des stéroïdes corticosurréna- 
liens. Le système tout entier est sous rétrocontrôle : l'ACTH inhibe 
la libération de CRF et les stéroïdes corticosurrénaliens inhibent 
à la fois la libération de CRF et d'ACTH. De plus, l'hypothala- 
mus, qui fait partie du cerveau, est aussi sujet à un contrôle neu- 
ronal, de sorte qu'il se situe à l'interface entre le système nerveux 
et le système endocrine. 

2. La thyrolibérine (TRF ou TRH), tripeptide contenant à 
l'extrémité N-terminale un résidu d'acide pyroglutamique (pyro- 
Glu) (un dérivé Glu dans lequel le -COOH de la chaîne latérale 
forme une liaison amide avec le groupement œ-aminé), 
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stimule la libération par l'adénohypophyse de la thyrotrophine 
(ou hormone thyréotrope ; TSH) qui, à son tour, stimule la syn- 
thèse et la libération de T; et T, par la thyroïde. Le TRF, comme 
d'autres facteurs de libération, n'est présent dans l'hypothalamus 
qu'en quantités infinitésimales. Il a été caractérisé indépendam- 
ment en 1969 par Roger Guillemin et par Andrew Schally à partir 
d'extraits d'hypothalamus provenant de plus de deux millions de 
moutons et d'un million de porcs. 
3. La gonadolibérine (GnRF ou GnRH ; 10 résidus) 


pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Giy-NHz 
Gonadolibérine (GnRF) 


stimule la libération par l'adénohypophyse de l'hormone lutéini- 
sante (LH) et de l'hormone folliculinisante (FSH), connues sous 
le nom global de gonadotrophines. Chez le mâle, la LH stimule 
la libération d'androgènes par les testicules alors que la FSH favo- 
rise la spermatogenèse. Chez la femelle, la FSH stimule le déve- 
loppement des follicules ovariens (qui contiennent les ovules 
immatures) tandis que la LH déclenche l'ovulation. 

4. La somatocrinine (GRF ou GHRH ; 44 résidus) stimule, et 
la somatostatine [14 résidus ; également connue sous le nom de 
facteur d’inhibition de la libération de l'hormone de croissance 
(GRIF)] inhibe, la libération de l'hormone de croissance (GH) 
par l'antéhypophyse. La GH (aussi appelée somatotrophine) sti- 
mule à son tour la croissance en général (voir Fig. 5-5 pour un 
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FIGURE 19-7 Hiérarchie du contrôle hormonal, faisant apparaître 
les relations entre l'hypothalamus, l'hypophyse et les tissus cibles. Ce 
sont les facteurs de libération et les facteurs inhibant la libération sécrétés 
par l'hypothalamus qui donnent à l'hypophyse antérieure le signal de 
sécréter ou de ne plus sécréter les hormones trophiques correspondantes, 


dantes pour qu'elles sécrètent leurs hormones endocrines respectives. En 
plus de contrôler la croissance, la différenciation et le métabolisme de 
leurs tissus cibles, les hormones endocrines influencent, par rétroinhibi- 
tion, la sécrétion des facteurs de libération et des hormones trophiques. 
Ces dernières influencent à leur tour le niveau des facteurs de libération 


exemple frappant de son effet). La GH accélère directement la 
croissance d'un grand nombre de tissus (à la différence de TSH, 
LH et FSH, qui n'agissent qu'indirectement en activant des 
glandes endocrines) et elle induit la synthèse par le foie d'une série 
de facteurs de croissance polypeptidiques nommés somatomé- 
dines, qui stimulent la croissance des cartilages et ont une activité 
de type insulinique. 


La TSH, la LH et la FSH sont toutes les trois des glycoprotéines 
hétérodimériques qui, pour une espèce donnée, ont la même sous- 
unité & (92 résidus) et une sous-unité homologue B (respective- 
ment, chez l’homme, de 114, 114 et 118 résidus). La GH humaine 
est formée d'une seule chaîne polypeptidique de 191 résidus, qui 
n'a pas de relation structurale avec TSH, LH ou FSH. 


a. La neurohypophyse sécrète l’ocytocine et la 
ne 

Le lobe postérieur de l'hypophyse, la neurohypophyse, qui est 
distinct de l'hypophyse antérieure d'un point de vue anatomique, 
sécrète deux hormones peptidiques homologues de neuf résidus 
(Fig. 19-7, à droite) : la vasopressine [également connue sous le 
nom d'hormone antidiurétique (ADH)], qui augmente la pres- 
sion sanguine et stimule la rétention d'eau par le rein ; et l'ocyto- 
cine, qui déclenche la contraction du muscle lisse utérin et par 
conséquent l'accouchement. 


1 u 
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Vasopressine humaine 


Cys-Tyr- Ile -Gin-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, 
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Ocytocine humaine 


La vitesse de libération de la vasopressine est en grande partie 
contrôlée par des osmorécepteurs, qui mesurent la pression osmo- 
tique sanguine, 


1. Contrôle du cycle menstruel 


Le cycle menstruel et la grossesse sont des illustrations frappantes 
des interactions qui existent entre systèmes hormonaux. Le cycle 
menstruel humain, d'environ 28 jours (Fig. 19-8), commence, pen- 
dant les menstruations, par une légère augmentation du niveau de 
FSH qui initie le développement d'un nouveau follicule ovarien. 
Au fur et mesure de sa maturation le follicule sécrète des œstro- 
gènes qui sensibilisent l'antéhypophyse vis-à-vis du GnRF. Ce 
processus culmine par une montée de LH et de FSH, ce qui 
déclenche l'ovulation, Le follicule ovarien rompu, appelé corps 
jaune, sécrète de la progestérone et des œstrogènes qui inhibent la 
sécrétion ultérieure, par l'antéhypophyse, de gonadotrophines et 
agissent sur l'endomètre (muqueuse utérine) pour le préparer à 
l'implantation de l'ovule fécondé. Si la fécondation n'a pas lieu, le 
corps jaune dégénère, les niveaux de progestérone et d'œstrogènes 
chutent et la menstruation (décapage de l'endomètre) survient. La 
réduction du niveau en stéroïdes permet aussi une légère augmen- 
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FIGURE 19-8 Sécrétions hormonales pendant le cycle menstruel chez 
la femme. 


Un ovule fécondé qui s'est implanté dans la paroi utérine prépa- 
rée sous l’action d'hormones commence aussitôt à synthétiser de la 
gonadotrophine chorionique (CG). Cette hormone, qui est une 
glycoprotéine hétérodimérique, contient une sous-unité B de 145 
résidus possédant un fort degré d'identité de séquence avec la LH 
(85 %), la FSH (45 %) et la TSH (36 %), en ce qui concerne les 114 
premiers résidus ; elle a de plus la même sous-unité & que ces trois 
hormones. La CG stimule le corps jaune à continuer de produire de 
la progestérone au lieu de régresser, ce qui empêche la menstrua- 
tion. Les tests immédiats de grossesse utilisent des immunodosages 
qui peuvent détecter la CG dans le sang ou l'urine dans les quelques 
jours qui suivent l'implantation de l'embryon. La majorité des 
contraceptifs oraux féminins (pilules de contrôle des naissances) 
contiennent des dérivés de la progestérone, dont l'ingestion induit 
un état de pseudo-grossesse en inhibant le pic de FSH et de LH en 
milieu de cycle, ce qui empêche ainsi l'ovulation. 


J. L'hormone de croissance et son récepteur 


La fixation de l'hormone de croissance active son récepteur, ce qui 
stimule la croissance et le métabolisme du muscle, de l'os et des 
cellules du cartilage. Ce récepteur de 620 résidus est un des 
membres d'une grande famille de récepteurs de facteurs de crois- 
sance protéiques dont les structures sont apparentées, et qui inclut 
les récepteurs de diverses interleukines. Tous ces récepteurs com- 
prennent un domaine N-terminal extracellulaire qui fixe le ligand, 
un segment transmembranaire unique très probablement en hélice, 
et un domaine cytoplasmique C-terminal qui n'a pas d'homologue 
à l'intérieur de la superfamille mais qui, dans de nombreux cas, 
possède une activité tyrosine-kinase (Section 19-3A). 

La structure, déterminée par rayons X, du complexe entre 
l'hormone de croissance humaine (hGH: 191 résidus) et le 
domaine extracellulaire de 238 résidus de sa protéine de liaison 
(hGHbp), déterminée par Abraham de Vos et Anthony Kossiakoff, 


montre que le complexe est constitué de deux molécules de hGHbp 
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FIGURE 19-9 Structure, déterminée par rayons X, de l'hormone de 
croissance humaine (hGH), complexée avec deux molécules du 
domaine extracellulaire de son récepteur (hGHbp). Sur cette représen- 
tation en ruban, les deux molécules d'hGHbp, qui fixent chacune une 
molécule de hGH, sont en vert et bleu, alors que l'hGH est en rouge. Les 
chaines latérales mises en jeu dans l'interaction entre sous-unités sont 
représentées en structure compacte. La surface en jaune représente la 
membrane cellulaire, à travers laquelle les extrémités C-terminales des 
molécules d'hGHbp pénètrent comme elles le font dans le récepteur 
entier d'hGH. [Avec la permission d'Abraham de Vos et Anthony Kossia- 
koff, Genentech Inc. South San Francisco, California. PDBid 3HHR.} 


sance humaine est principalement constituée d'un faisceau de 
quatre hélices dont la structure est très voisine de la GH porcine 
isolée, déterminée antérieurement par rayons X. Les différences 
entre les deux peuvent être attribuées à la fixation de la hGH sur 
son récepteur. Un certain nombre d'autres facteurs de croissance 
protéiques de structure connue, y compris plusieurs interleukines, 
contiennent de tels faisceaux à quatre hélices, Chaque molécule 
d'hGHbp est constituée de deux domaines de structure homologue, 
chacun étant formé d'un feuillet B à trois brins et d'un feuillet B à 
quatre brins antiparallèles et disposés en sandwich, ressemblant 
ainsi au repliement de l'immunoglobuline (Section 35-2B). 

Les deux molécules d'hGHbp s'associent à la GH selon une 
symétrie d'ordre 2 autour d'un axe qui est en gros perpendiculaire 
aux axes des hélices du faisceau à quatre hélices et, vraisemblable- 
ment, au plan de la membrane cellulaire dans laquelle le récepteur 
intact de l'hGH est ancré (Fig. 19-9). Les domaines C-terminaux 
des deux molécules d'hGHbp sont presque parallèles et en contact 
l'un avec l'autre, Ce qui est surprenant, c'est que les deux molé- 
cules d'hGHbp utilisent essentiellement les mêmes résidus pour se 
fixer sur des sites qui sont de part et d'autre du faisceau à quatre 
hélices de L'hGH et qui n'ont pas de similitude structurale. La struc- 
ture par rayons X est largement en accord avec des résultats obte- 
nus par des expériences de mutagénèse, réalisées pour identifier les 
résidus de hGH et de hGHbp qui sont importants pour la liaison. 

La dimérisation de l'hGHbp. induite par son ligand, a d'im- 
portantes conséquences pour le mécanisme de transduction du 
signal. La dimérisation, qui ne se produit pas en absence d'hGH, 
relie apparemment entre eux les domaines intracellulaires des 


FIGURE 19-10 L'acromégalie, Traits caractéristiques du visage d'Akhe 
naton, le pharaon qui régna sur l'Égypte pendant la période 1379-1362 
avant J. C. Cet aspect suggère qu'il souffrait d'acromégalie, [Agytisches 
Museum, Standtliche Muscen Preussicher Kulturbesitz, Berlin, Alle- 
magne. Photo prise par Margarete Busing.| 


cules d'hGH portant des mutations qui empêchent la dimérisation 
du récepteur sont biologiquement inactives. De nombreux autres 
facteurs de croissance protéiques induisent aussi la dimérisation de 
leurs récepteurs. 


a. Une production anormale de GH perturbe la croissance 

Une surproduction de GH, qui est habituellement causée par 
une tumeur hypophysaire, entraîne une croissance excessive. Si cet 
état commence pendant la formation du squelette, c'est-à-dire 
avant que les cartilages de conjugaison ne soient ossifiés, cette 
croissance excessive intéresse alors tout le corps, entraînant le 
gigantisme. De plus, puisqu'un excès de GH inhibe la production 
de la testostérone nécessaire à l'ossification, de tels « géants » 
continuent de grandir tout au long de leur vie, qui est par ailleurs 
anormalement courte. Cependant, si le squelette est arrivé à matu- 
rité lorsque commence la maladie, la GH ne stimule que la crois- 
sance des tissus mous, entraînant un agrandissement des mains et 
des pieds et l'épaississement des traits du visage, état connu sous 
le nom d'acromégalie (Fig. 19-10). La situation opposée, une 
carence en GH, entraîne un déficit de croissance (le nanisme). 
Celui-ci peut être traité, avant que le squelette n'arrive à maturité, 
par des injections régulières de hGH (l'hormone animale est inac- 
tive chez l'homme). Au début, l'hormone n'était que très peu dis- 
ponible car elle ne provenait que d'hypophyses humaines préle- 
vées après décès. Actuellement, les techniques d'ADN 
recombinant permettent la synthèse de l'hormone en quantité vir- 
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augmenter leurs performances athlétiques (il serait en effet diffi- 
cile de prouver une consommation d'hGH exogène car l'hormone 
est présente dans le corps humain, même chez l'adulte, et de plus, 
elle est rapidement hydrolysée). 


K. Peptides opioïdes 


L'hypophyse antérieure sécrète des polypeptides qui figurent 
parmi les hormones les plus étonnantes, car elles ont sur le sys- 
ème nerveux central des effets analogues à ceux des opiacés. Ils 
comprennent la G-endorphine, peptide de 31 résidus, son penta- 
peptide N-terminal appelé méthionine-enképhaline, et la leucine- 
enképhaline de structure très voisine (bien que les deux enképha- 
lines soient exprimées de manière indépendante). 


Gt Giy-Phe-Met- 1 -Ser -Glu-Lys-Ser ï 
Gi =Thr-Pro-Leu-Val:Thr-Leu-Phe-Lys-Asn 
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B-Endorphine 


Méthionine-enképhaline (Met-enképhaline) 


Leucine-enképhaline (Leu-enképhaline) 
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Ces substances se fixent dans le cerveau sur des récepteurs 
d'opiacés, dont elles sont des agonistes physiologiques. Le rôle de 
ces peptides opioïdes reste encore à établir mais il apparaît qu'ils 
sont importants dans le contrôle de la douleur et de certains états 
Éémotionnels. Le soulagement de la douleur par l’acuponcture ou 
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les placebos, et l'état d'euphorie des coureurs de fond pourraient 
survenir par l'intermédiaire des peptides opioïdes. 


L. Fonction hormonale du monoxyde d'azote 


Le monoxyde d'azote (NO) est un radical libre gazeux réactionnel 
et toxique, D'où la surprise de découvrir que cette molécule est un 
signal intercellulaire régulant la dilatation des vaisseaux sanguins 
et qu'elle peut servir de neurotransmetteur. Elle joue aussi un rôle 
dans la réponse immunitaire. La fonction du NO dans la vasodila- 
tation a été découverte en observant que des substances telles que 
l'acétylcholine (Section 20-$C) et la bradykinine (Section 7-5B) 
qui, par l'intermédiaire de la cascade des phospho-inositides (Sec- 
tion 19-4), augmentent le flux dans les vaisseaux sanguins en indui- 
sant le relâchement du muscle lisse, n'agissent que si un endothé- 
lium intact recouvre le muscle lisse vasculaire (l'endothélium est 
une couche de cellules qui délimite l'intérieur de certaines cavités 
de l'organisme, telles que les vaisseaux sanguins). Les cellules 
endothéliales répondent à la présence de ces agents vasodilatateurs 
en libérant une substance diffusible et très labile (demi-vie d'envi- 
ron 5 s) qui induit le relâchement des cellules du muscle lisse, Cette 
substance fut identifiée comme étant le NO. Ceci fut confirmé par 
des études menées en parallèle qui identifiaient également le NO 
comme le métabolite actif qui médie les effets vasodilatateurs bien 
connus de nitrates organiques tels que la nitroglycérine, 
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employée pour traiter l'angine de poitrine (maladie causée par 
une insuffisance de flux sanguin cardiaque, ce qui entraîne de 
fortes douleurs thoraciques). 


8. La NO synthase exige cinq cofacteurs rédox 

Le NO est synthétisé par la NO synthase (NOS), qui catalyse 
l'oxydation (portant sur 5 électrons) par O, de la L-arginine selon 
une réaction qui nécessite du NADPH et qui conduit à la forma- 
tion de NO et de citrulline, un acide aminé, via l'intermédiaire N®- 
hydroxy-L-arginine (Fig. 19-11)), On a identifié chez les mam- 
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mifères trois isozymes de la NOS, la NOS neuronale (nNOS), la 
NOS inductible (INOS) et la NOS endothéliale (eNOS), aussi 
appelées respectivement NOS-1, -2 et -3. Ces isozymes, qui par- 
tagent plus de 50 % d'identité de séquence, sont deshomodimères 
dont les sous-unités, de 125 à 160 kD, comportent deux domaines : 


1. Un domaine oxygénase N-terminal d'environ 500 résidus 
qui catalyse les deux étapes réactionnelles de la Fig. 19-11 et 
contient l'interface du dimère. Ce domaine lie les substrats O, et 
L-arginine et deux groupements prosthétiques rédox, de l'hème 
contenant du Fe(Iil) et de la 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (H,B), 
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une molécule qui intervient également dans l'hydroxylation de la 
phénylalanine en tyrosine (Section 26-3H). Les structures par 
rayons X des domaines oxygénase de la iNOS (Fig. 19-12), déter- 
minée par John Tainer, et de la eNOS, déterminée indépendam- 
ment par Thomas Poulos et Patricia Weber, sont très semblables. 


2. Un domaine réductase C-terminal d'environ 600 résidus qui 
fournit les électrons pour la réaction NOS. Il lie le NADPH et deux 
groupements prosthétiques rédox, une molécule de FAD (Fig. 16- 
8) et une flavine mononucléotide (FMN ; du FAD sans son résidu 
AMP; Fig. 22-17a) par le biais de trois modules de fixation des 
nucléotides. Ce domaine est homologue de la cytochrome Ps 
réductase, une enzyme qui intervient dans les processus de détoxi- 
fication, 


Le NADPH lié au domaine réductase d’une sous-unité trans- 
met ses électrons, via le FAD puis le FMN, au groupement hème 
du domaine oxydase de la sous-unité opposée. Ceci fut démontré 
par Dennis Stuehr qui « fabriqua » un héterodimère NOS compre- 
nant une sous-unité normale associée à un domaine oxygénase 
isolé. L'activité enzymatique de cette protéine chimérique était 
conservée suite à la mutation du site de liaison de la L-arginine 
dans la sous-unité normale, mais abolie par cette même mutation 
dans la sous-unité tronquée. 

L'atome de Fe du noyau hème est en liaison de coordinence 
5 avec l'atome S d'une Cys spécifique comme ligand axial 
(Fig. 19-12). Le substrat L-arginine se fixe du côté de l'hème 
opposé à celui qui lie cette Cys, l'atome N à hydroxyler se 
trouvant à environ 4 À de l'atome de Fe, trop loin pour la for- 
mation d'une liaison covalente. Sachant que O, réagit avec 
l'atome de Fe du noyau hème, il se fixe sans doute entre cet 
atome et l'atome de N. 

Pour produire du NO, la NOS doit être fixée à H,B. Sans ce 
groupement prosthétique, NOS catalyse bien l'oxydation du 
NADPH par O, pour donner H,0;. Cependant, H,B ne subit pas 
l'oxydation nette dans la réaction NOS (alors qu'elle est oxydée 
dans la réaction d'hydroxylation de la phénylalanine en tyrosine ; 
Section 26-3H): de plus, elle se lie trop loin de l'hème et du côté 
opposé de celui de la L-arginine, pour participer directement à la 


réaction d'hydroxylation (Fig. 19-12), En outre, les cytochromes 
DAEN 16,2 nn 1€ AN …..! 
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FIGURE 19-12 Structure par rayons X du domaine oxygénase de la 
iNOS. La protéine homodimérique est vue selon son axe de symétrie 
d'ordre 2, avec une sous-unité en doré, l’autre en gris. Les groupements 
prosthétiques hème et H,B ainsi que le substrat L-arginine sont montrés 
en modèle boules et bâtonnets dans la sous-unité en gris, et en modèle 
compact dans la sous-unité en doré, tous deux colorés selon le type 
d'atome avec C du hème, de H,B ainsi que de L-arginine respectivement 
en bleu-vert, magenta et vent, et N en bleu, O en rouge et Fe en orange. 
La chaîne latérale de Cys 194, le résidu qui fixe axialement le Fe du 
hème, est montré, dans les deux sous-unités, en modèle boules et bâton- 
nets avec C en magenta et S en jaune. Les 15 résidus C-terminaux de la 
sous-unité en gris ont été enlevés pour mieux révéler les groupements 
hème et L-arginine sous-jacents. [D'après une structure par rayons X due 
à Thomas Poulos, University of California at Irvine. PDBid INOD.] 


tion semblables à celle de la NOS, n'ont pas de H,B. La fonction 
de cette dernière dans la NOS reste donc inexpliquée. 

Le NO diffuse rapidement à travers les membranes cellulaires, 
bien que sa forte réactivité l'empêche de s'éloigner de plus d'1 mm 
de son site de synthèse (en particulier, il réagit de manière efficace 
avec l'oxy- et la désoxyhémoglobine : NO + HbO, — NO: + Hb; 
et NO + Hb — HbNO: Section 10-1A). La cible physiologique du 
NO dans les cellules du muscle lisse est la guanylate cyclase (GC), 
qui catalyse la formation, à partir de GTP, du 3',5'-GMP cyclique 
(GMPo), 


pp, 


second messager intracellulaire qui ressemble au 3',5-AMP 
cyclique (AMPc; la GC est un homologue de l'adénylate 
cyclase; Section 18-3C). Le GMPc entraîne la relaxation du 
muscle lisse par stimulation de la phosphorylation de protéines 
sous l'action d'une protéine-kinase GMPc-dépendante. NO 
réagit avec le groupement prosthétique hème de la GC pour 
conduire au nitrosohème, dont la présence augmente 200 fois 
l'activité enzymatique de la GC, probablement par un change- 
ment de conformation comparable à celui de l’hémoglobine lors 
de la fixation de O, (Section 10-2B : bien que la GC ne fixe que 
très faiblement l'O.). 


b. eNOS et nNOS, mais pas iNOS, sont régulées par le 

[Ca**] 

Le complexe calmoduline-Ca?* active eNOS et nNOS en se 
liant aux segments N-terminaux (environ 30 résidus) de leur 
domaine réductase. Par exemple, l'action stimulatrice des vasodi- 
latateurs sur le système de signalisation par les phospho-inositides 
(Section 19-4A) dans les cellules endothéliales, qui entraîne un 
influx de Ca*, se traduit par une synthèse de NO. Ainsi, NO agit 
pour traduire des augmentations de [C@*] intracellulaire induites 
par des hormones dans les cellules endothéliales, en augmenta- 
tions de vitesse de production de GMPc dans des cellules muscu- 
laires lisses voisines. 

Le NO produit par nNOS est aussi un intermédiaire dans la 
vasodilatation du muscle lisse par la stimulation neuronale, indé- 
pendante de l'endothélium. Dans cette voie de transduction du 
signal, qui est responsable de la dilatation des artères cérébrales ou 
autres, ainsi que de l'érection du pénis (voir Section 19-2E), les 
influx nerveux entraînent une augmentation de [Ca**] dans les ter- 
minaisons nerveuses, stimulant ainsi la nNOS. Le NO qui en 
résulte diffuse vers les cellules musculaires lisses voisines, où il se 
fixe sur la guanylate cyclase et l'active pour la synthèse de GMPc 
comme décrit ci-dessus. 

La NOS inductible (iNOS) est insensible au Ca°* malgré son 
association étroite avec deux sous-unités calmoduline, Cepen- 
dant, elle est induite par transcription dans les macrophages et 
les neutrophiles (cellules des globules blancs qui captent et 
détruisent les bactéries), ainsi que dans les cellules endothéliales 
et les cellules du muscle lisse (eNOS et nNOS sont au contraire 
exprimées constitutivement, c'est-à-dire à taux constant). Plu- 
sieurs heures après exposition à des cytokines (facteurs de crois- 
sance protéiques qui régulent la différenciation, la prolifération 
et les activités de différents types de cellules sanguines: les 
interleukines sont des cytokines) et/ou à des endotoxines (lipo- 
polysaccharides de la paroi bactérienne qui entraînent des 
réponses inflammatoires ; Section 35-2F), ces cellules commen- 
cent à produire de grandes quantités de NO et continuent à le 
faire pendant plusieurs heures. Les macrophages activés et les 
neutrophiles produisent aussi des radicaux superoxyde (05:), qui 
se combinent chimiquement avec NO pour former l'ion peroxy- 
nitrite, encore plus toxique (OONO", qui par réaction avec H,0 
se décompose rapidement en un radical hydroxyde très réactif, 
OH:,et NO), qu'ils utilisent pour tuer les bactéries ingérées. En 
effet, les inhibiteurs de NOS bloquent les actions cytotoxiques 
des macrophages. 

Les cytokines et les endotoxines induisent une vasodilatation 
importante et durable et une faible réponse à des vasoconstricteurs 
comme l'adrénaline. La lihération soutenue de NO a été impliquée 
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dans le choc septique (une réaction du système immunitaire à une 
infection bactérienne, souvent fatale par hypotension), dans les 
lésions tissulaires associées à l'inflammation comme dans des 
maladies auto-immunes telles que l'arthrite rhumatoïde, et dans les 
dommages causés aux neurones à proximité d'un site d'accident 
vasculaire cérébral (dommages qui font souvent plus de dégâts que 
l'accident vasculaire lui-même). Beaucoup de ces pathologies 
pourraient bénéficier de médicaments inhibant sélectivement iNOS 
et/ou nNOS, tout en laissant eNOS exercer sa fonction essentielle 
du maintien du tonus vasculaire. De plus, l'administration du NO 
lui-même a un intérêt thérapeutique. Par exemple, son inhalation 
à faible dose permet de réduire l'hypertension pulmonaire (pres- 
sion sanguine trop élevée dans les poumons suite à une vaso- 
constriction artérielle pulmonaire, situation souvent mortelle) chez 
le nouveau-né. 


2 M PROTEINES G HETEROTRIMERIQUES 


Comme nous l'avons vu (Section 18-3), des hormones telles que 
le glucagon et l'adrénaline régulent le métabolisme du glycogène 
en stimulant l'adénylate cyclase (AC) à synthétiser, à partir d'ATP, 
le second messager qu'est l'AMPc. L'AMPc se lie ensuite à la pro- 
téine-kinase A (PKA) et l'active de sorte à déclencher des cascades 
de  phosphorylation/déphosphorylations qui aboutissent au 
contrôle de l'activité de la glycogène phosphorylase et de la gly- 
cogène synthase. De nombreuses autres molécules de signalisation 
extracellulaire (on parle de ligands ou d’agonistes) conduisent éga- 
lement à la synthèse intracellulaire d'AMPc et induisent ainsi une 
réponse cellulaire, Par quel mécanisme la fixation d'un ligand sur 
un récepeur extracellulaire peut-elle stimuler la synthèse d'AMPc 
cytosolique par l'AC ? En répondant à cette question, nous décou- 
vrirons la surprenante complexité des systèmes qui relient ces 
récepteurs extracellulaires à l'AC et à d’autres effecteurs, com- 
plexité qui les dote d'une très grande capacité d'amplification du 
signal et de souplesse régulatrice. 


A. Vue d'ensemble 


L'adénylate cyclase, qui est située du côté cytoplasmique de la 
membrane plasmique, et les récepteurs qui l'activent, qui sont 
exposés à l’extérieur de la cellule, sont des protéines séparées 
qui n'interagissent pas physiquement. En réalité, elles sont cou- 
plées sur le plan fonctionnel par des protéines G hétérotrimé- 
riques (Fig. 19-13), ainsi nommées parce qu'elles lient spécifi- 
quement les nucléotides guanyliques GTP et GDP. L'AC est 
activée par une protéine G hétérotrimérique (souvent appelée 
simplement protéine G), mais à condition que celle-ci soit fixée 
au GTP. Cependant, la protéine G hydrolyse lentement le GTP 
en GDP + P, (à la faible vitesse de 2 à 3 min ') et ainsi se désac- 
tive elle-même (si les protéines G étaient des GTPases efficaces, 
elles ne pourraient activer l'AC). Les protéines G sont réactivées 
par une réaction d'échange GDP-GTP catalysée par le complexe 
ligand-récepteur, mais pas par le récepteur libre. Ainsi, une pro- 
téine G hétérotrimérique assure la transduction d'un signal 
extracellulaire (un ligand) vers un signal intracellulaire 
(l'AMPc). De plus, le système récepteur-protéine G-AC ampli- 
fie le signal extracellulaire car chaque complexe ligand-récep- 
teur active plusieurs protéines G avant d'êrre inactivé par la die. 
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FIGURE 19-13 Cycle d'activation/désactivation de l'adénytate 
cyclase (AC) stimulée par une hormone, (a) En l'absence d'hormone, 
une protéine G hétérotrimérique fixe le GDP et l'AC est catalytiquement 
inactive, (b) Le complexe hormone-récepteur entraîne l'échange du GDP 


sociation spontanée du ligand, et parce que, pendant sa durée 
de vie, chaque complexe protéine G + GTP-AC catalyse la syn- 
thèse d'un grand nombre de molécules d'AMPc. C'est ce pro- 
cessus que nous étudierons ici. 

Les protéines G hétérotrimériques sont des membres de la 
superfamille des GTPases régulatrices regroupées sous le nom de 
protéines G (qu'il s'agisse d'une protéine G hétérotrimérique ou 
d'une autre protéine G, distinction déterminée par le contexte), Les 
protéines G non hétérotrimériques exercent un grand nombre de 
fonctions importantes, telles que la transduction du signal (p. ex. 
Ras: Section 19-3C), le trafic vésiculaire (p. ex. Arf, la dynamine 
et Rab: Sections 12-4C et 12-4D), la régulation du cytosquelette 
d'actine (par Rho; Section 35-3E), la traduction (en tant que fac- 
teurs accessoires des ribosomes:; Section 32-3), et le ciblage 
(comme constituant de la particule de reconnaissance du signal ; 
Section 12-4B). Les nombreuses protéines G partagent des motifs 
Structuraux communs qui lient les nucléotides guanyliques (GTP 
et GDP) et catalysent l'hydrolyse du GTP en GDP + P, (voir ci- 
dessous). 


B. Récepteurs couplés aux protéines G 


Les récepteurs impliqués dans l'activation de l'AC et autres cibles 
des protéines G hétérotrimériques sont tous des protéines intrin- 
sèques possédant 7 hélices transmembranaires (Fig. 19-14). Ces 
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR ; aussi appelés hep- 
tahélicoïdaux, 7TM, ou encore récepteurs serpentins) consti- 


par du GTP sur la protéine G, (c) Le complexe protéine G + GTP se lie 
alors à l'AC et l'active à produire l'AMPc. (d) L'hydrolyse ultérieure, 
catalysée par la protéine G, du GTP qui lui est fixé, en GDP, entraîne la 
dissociation de la protéine G de l'AC qui est ainsi désactivée. 


chez les mammifères, soit > 3% des -30 000 gènes du génome 
humain), ls comprennent les récepteurs des nucléosides, des 
nucléotides, du Ca, des catécholamines {adrénaline et noradré- 
naline ainsi que la dopamine (Section 26-4B)] et autres amines 
biogéniques (p. ex. l'histamine et la sérotonine ; Section 26-4B), 
les eicosanoïdes (prostaglandines, prostacyclines, throm- 
boxanes, leucotriènes, et lipoxines, tous dérivés de l'acide ara- 
chidonique, acide gras en C.,, et qui sont de puissants médiateurs 
locaux de nombreux processus physiologiques importants ; Sec- 
tion 25-7); au on Non dons é polis 
étudiées dans la Section 19-1. De plus, les GPCR assurent d'im- 
portantes fonctions sensorielles. Ainsi, cette famille inclut les 
récepteurs olfactifs et gustatifs (dont on estime le nombre de types 
différents à environ 500 chez les mammifères) ainsi que les rho- 
dopsines, protéines de détection de la lumière dans la rétine. Les 


FIGURE 19-14 Structure générale d'un récepteur couplé à une pro- 


v 
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GPCR constituent également la plus importante classe de cibles de 
médicaments de l'arsenal thérapeutique (Section 15-4) : -60 % de 
ceux qui sont sur le marché agissent en se fixant sélectivement sur 
un GPCR particulier. 

Le seul GPCR dont on connaisse la structure par rayons X 
est la rhodopsine bovine (Fig. 19-15). Celle-ci fut déterminée 
par Krzysztof Palczewski, Ronald Stenkamp et Masashi 
Miyano. La rhodopsine est composée de l'opsine, protéine de 
348 résidus, et du rétinal (Fig 12-25), un chromophore qui lui 
est associé par covalence à la Lys 296 via une base de Schiff, 
comme dans son homologue la bactériorhodopsine (Section 12- 
3A), une pompe à proton heptahélicoïdale actionnée par la 
lumière (Section 22-3B). L'absorption d'un photon provoque 
l'isomérisation du rétinal fixé à la rhodopsine, lequel passe de 
son état de base 11-cis à sa forme tout-trans. Cette isomérisa- 
tion entraîne une modification conformationnelle transitoire de 
l'opsine jusqu'à l'hydrolyse du tout-trans-rétinal et sa disso- 
ciation de l'opsine (qui est ensuite régénérée par addition de 
11-cis-rétinal fourni par des cellules épithéliales rétiniennes voi- 
sines). C'est cette modification conformationnelle, intervenant 
essentiellement du côté cytoplasmique, qui active la protéine G 
correspondante, Noter que les hélices transmembranaires des 
GPCR ont généralement la même taille (20-27 résidus), alors 
que la longueur de leurs segments N- et C-terminaux et des 
boucles reliant ces hélices (qui ensemble constituent les sites 
de liaison du ligand et de la protéine G) est très variable selon 
l'identité du GPCR (7 à 795 résidus pour les segments N- et 
Cterminanx et $ à 2) mheciclue nour leg honclec) 
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FIGURE 19-15 Structure par rayons X de la rhodopsine bovine. La 
structure est vue parallèlement au plan de la membrane, avec le cyto- 
plasme du côté du lecteur. La face transparente représente la surface de La 


protéine accessible au solvant, Le squelette polypeptidique est en repré- 
sentation tubes et flèches (heu). Noter le faisceau de 7 hélices transmem- 
branaires quasi parallèles. Le groupement prosthétique rétinal de la pro- 
téine est en modèle compact (rouge), ses deux oligosacchandes liés à N 
(bleu foncé) et ses deux groupements palmitoyl liés par covalence (vert) 
Étant représentés en modèle bâtonnets. Les molécules de détergent, qui 
facilitent la cristallisation de cette protéine intrinsèque et qui sont as50- 
ciées à sa face hydrophobe transmembranaire, sont montrées en modèle 
boules et bâtonnets (jaune). [Avec la permission de Ronald Stenkamp, 
University of Washington, PDBid 1HZX.] 


a. Les récepteurs sont sujets à la désensibilisation 

Une des caractéristiques des systèmes de signalisation biolo- 
gique est qu'ils s'adaptent à des stimuli de longue durée en 
réduisant leur temps de réponse, phénomène connu sous le nom 
de désensibilisation. Ainsi, ces systèmes de signalisation répon- 
dent plus à des variations du niveau de stimulation qu'à leurs 
valeurs absolues. Quel est le mécanisme de désensibilisation ? 
Dans le cas des récepteurs B-adrénergiques, une exposition conti- 
nue à l’adrénaline conduit à la phosphorylation d'au moins un 
résidu Ser du récepteur. Cette phosphorylation, catalysée par une 
kinase spécifique qui agit sur le complexe hormone-récepteur 
mais non sur le récepteur seul, diminue l'influence de l'hormone 
sur la protéine G hétérotrimérique, du moins en partie en rédui- 
sant l'affinité de l'adrénaline pour son récepteur, De plus, les 
récepteurs phosphorylés sont captés par endocytose dans des 
vésicules spécialisées dépourvues de protéines G hétérotrimé- 
rique et d'AC, atténuant encore ainsi la réponse cellulaire à 
l'adrénaline, Si le niveau de cette dernière diminue, le récepteur 
est lentement déphosphorylé par une phosphatase et retourne à 
la surface cellulaire, restaurant la sensibilité de la cellule vis-à- 
vis de l'adrénaline. 


C. Structure et fonction des protéines G 
hétérotrimériques 
Les protéines G héterotrimériques, découvertes par Alfred Gil- 


man et Martin Rodbell, sont plus complexes que ne le suggère la 
Fio 10.11 Ellse ennt fanrmésce comme leur nom l'indianue de 
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FIGURE 19-16 Mécanisme de l'activation et/ou de l'inhibition de 
l'AC par l'intermédiaire de récepteurs. La fixation d'une hormone sur 
un récepteur de stimulation, R, (à gauche), le conduit à se lier à une pro- 
téine G, qui, à son tour, stimule la sous-unité G,,, de l'hétérotrimère 
GG, à remplacer le GDP lié par du GTP. Le complexe Ge GTP se 
dissocie alors de G,, et stimule La transformation d'ATP en AMP par 
l'adénylate cyclase, jusqu'à ce que le GTP soit hydrolysé en GDP. La 
fixation d'une hormone sur un récepteur d'inhibition, R,, (à droite) 


trois sous-unités différentes, &, B et y (respectivement 45, 37 
et 9 kDa). C'est G,, qui fixe le GDP et le GTP (Fig. 19-16) 
et elle appartient donc à la superfamille des protéines G. La 
fixation de G,, + GDP-G,G, sur le complexe ligand-GPCR 
correspondant entraîne le remplacement, sur G,,, du GDP lié, 
par le GTP, ce qui conduit à la dissociation de GyG,. Au 
contraire, l'association GyG, est d'une affinité telle que ces 
protéines ne se dissocient qu'en conditions dénaturantes. Ce 
complexe est dès lors désigné par Gp, 
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déclenche une cascade d'événements pratiquement identiques, mis à part 
le fait que la présence du complexe G,, + GTP inhibe la synthèse 
d'AMPc par l'AC, R;C; représente la protéine kinase A, dont la sous- 
unité catalytique, C, active de nombreuses protéines cellulaires en cataly- 
sant leur phosphorylation. C est activée par dissociation de R,C, et for- 
mation de R; + AMPc, (Section 18-3C), Les sites d'action des toxines 
cholérique et pertussique sont précisés. 


G, et Gy, sont des protéines ancrées dans la membrane : 
G,, par une chaîne de myristate ou de palmitate ou les deux, 
dans la région N-terminale, et Gy, par lation de G, sur 
son extrémité C-terminale (Section 12-3B). Ces modifica- 
tions lipidiques stabilisent les interactions de G,, avec Gy,en 
localisant ces protéines sur la face interne de la membrane 
plasmique. 

La fixation du GTP décroit l'affinité de G,, pour le com- 
plexe ligand-GPCR correspondant alors qu'elle augmente 


celle pour son effecteur, l'AC. Ainsi, c'est la fixation de G,; 
ne qui active l'AC (Fig. 19-16, à gauche). 

peut aussi participer directement à la transduction du 
sign! elle active de nombreuses protéines de signalisation 
telles que plusieurs isoformes de l'AC (voir ci-dessous), cer- 
tains canaux ioniques à Na*, K*, ou Ca?*, différentes pro- 
téines à activité tyrosine-kinase (littéralement: kinases de 
protéines sur tyrosine) ou tyrosine-kinases (Section 19-3A), 
et la phospholipase C-B (PLC-B: constituant du système de 
signalisation par phospho-inositides ; Section 19-4B). Ainsi, 
Gp, assure un « dialogue » entre différents systèmes de signa- 
lisation. 

Suite à l'hydrolyse du GTP, catalysée par G,, le com- 
plexe G,,: GDP qui en résulte se dissocie de l'AC et se réas- 
socie avec G4, pour reformer la protéine G inactive. Puisque 
G, hydrolyse à une vitesse donnée le GTP qui lui est fixé, 
elle fonctionne comme une horloge moléculaire qui limite la 
durée d'interaction de G,.* GTP et de Gÿ, avec leurs effec- 
teurs, 

Plusieurs types de complexes ligand-GPCR peuvent acti- 
ver la même protéine G. C'est le cas, par exemple dans les 
hépatocytes, des récepteurs du glucagon et des récepteurs f- 
adrénergiques lors de la fixation de leurs hormones respec- 
tives. La quantité d'AMPc produite est alors la somme de 
celles induites séparément par chaque hormone. Les pro- 
téines G peuvent également agir autrement qu'en activant 
l'AC: elles peuvent par exemple stimuler l'ouverture des 
canaux potassiques dans les cellules cardiaques et participer 
au système de signalisation par phospho-inositides (Section 
19-4A). 

Certains complexes ligand-GPCR inhibent l'AC au lieu de 
la stimuler (Fig. 19-16, à droite). C'est le cas des récepteurs 
@,-adrénergiques et des récepteurs de la somatostatine et des 
opioïdes. Cet effet est obtenu par la protéine G «inhibitrice », 
G;, qui a probablement les mêmes sous-unités B et y que la 
protéines G « stimulante », G,, mais une sous-unité @ diffé- 
rente, G,, (41 kD). G; agit de manière analogue à G, : par suite 
de sa fixation sur le complexe correspondant ligand-GPCR, sa 
sous-unité G,, remplace, par du GTP, le GDP lié et se disso- 
cie de Gy,. Cependant G,, inhibe l'AC au lieu de la stimuler, 
par interaction directe mais aussi peut être parce que Gy, peut 
fixer et piéger G,.. Ce dernier mécanisme est conforté par 
l'observation selon laquelle les membranes des hépatocytes 
contiennent beaucoup plus de G; que de G,. Dans de telles cel- 
lules, l'activation de G; libérerait suffisamment de Gy, pour 
fixer le G,,, disponible. 

Les protéines G,, et G,, sont membres d'une famille de 
protéines apparentées, dont beaucoup ont des effecteurs autres 
que l'AC. Cette famille comprend également : 


1. La protéine G,., qui intervient dans le système de 
signalisation par les phospho-inositides (Section 19-4B). 

2. La transducine (G,,), une variante de G,,,, qui assure la 
transduction de stimuli visuels en couplant le changement 
conformationnel de la rhodopsine, induit par la lumière, à l’ac- 
tivation d'une phosphodiestérase spécifique qui hydrolyse le 
GMPc en GMP. Cette phosphodiestérase du GMPe (cGMP- 
DE) est un hétérotétramère (afy;) qui est activé par le dépla- 
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cement de ses sous-unités inhibitrices 7 (PDEy) par le com- 
plexe G,,, * GTP qui les lie avec une plus haute affinité. 

3. La protéine G,4, une variante de G,,,, qui n'est exprimée 
que dans les neurones sensoriels olfactifs et est impliquée dans 
la transduction du signal olfactif. 


4. Giys €t Gus qui participent à la régulation du cytos- 
quelette. 


Cette hétérogénéité dans les protéines G existe aussi bien pour 
les sous-unités B et y que pour les sous-unités &. En effet, 20 
sous-unités & différentes, 6 sous-unités B différentes et 12 
sous-unités y différentes ont été identifiées chez les mammi- 
fères, dont certaines sont ubiquitaires et d’autres exprimées 
uniquement dans cetains types cellulaires. Ainsi, une cellule 
peut contenir plusieurs protéines G d'un type donné, très voi- 
sines les unes des autres, et qui interagissent avec des spécifi- 
cités variables vis-à-vis des récepteurs et des effecteurs. Ce 
système de signalisation complexe permet vraisemblablement 
aux cellules de répondre de manière graduelle à une variété de 
stimuli. 


a. L'action des protéines G requiert souvent des protéines 
accessoires 
L'action physiologique d’une protéine G exige souvent la 
participation de plusieurs autres types de protéines : 


1. Une protéine activatrice de GTPase (GAP), qui, comme 
son nom l'indique, stimule d'un facteur qui peut dépasser 2000 
l'hydrolyse par la protéine G correspondante du GTP est asso- 
cié à cette dernière. La GMPc-PDE et la PLC-B (Section 19- 
4B), effecteurs situés en aval respectivement de G,, et G, exer- 
cent une activité GAP vis-à-vis de ces dernières (qui, sans cela 
n'hydrolyseraient le GTP qu'à vitesse insignifiante), alors que 
l'AC n'a pas d'activité GAP envers G,,, ou G,,. Cependant, il 
existe une famille de >20 protéines RGS (pour « regulators of 
G protein signaling) qui sont des GAP pour les sous-unités G,,, 
mais dont le rôle physiologique est encore mal compris. 


2. Un facteur d'échange des nucléotides guanyliques 
[(GEF); aussi appelé facteur de libération des nucléotides 
guanyliques (GRF)], qui produit la libération du GDP lié à la 
protéine G correspondante, Celle-ci fixe ensuite un autre nucléo- 
tide guanylique (le GTP ou le GDP, que la plupart des protéines 
G lient avec des affinités similaires). Comme la concentration 
intracellulaire du GTP est environ 10 fois celle du GDP, ceci 
revient en fait, pour la protéine G, à échanger du GDP pour du 
GTP. Dans le cas des protéines G hétérotrimériques, ce sont les 
complexes ligand-GPCR qui jouent le rôle de GEF. 


3. Un inhibiteur de la dissociation des nucléotides gua- 
nyliques (GDI). On peut considérer une Gy, comme le GDI 
de la G, qui lui est associée, car le GDP se dissocie lentement 
des sous-unités G, isolées alors qu'il se lie de manière quasi 
irréversible aux hétérotrimères. 


b. Les structures par rayons X des protéines Ga permettent 
d'expliquer leur fonction 
C'est Heidi Hamm et Paul Sigler qui, par diffraction des 
rayons X, ont déterminé les structures de la partie C-termi- 
nale (325 résidus sur 350) de la transducine-a bovine (G,,) com- 
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(a) 


Domaine 
en hélice 


(b) 


(ua) 


FIGURE 19-17 Différences de structure entre les formes inactive et 


active de G,, (transducine), Le changement de structure est révélé par 
comparaison des structures par rayons X des complexes G,,, + GDP (a) en 
rüban et (hr) en structure compacte, d'une part, et G,,° GTP$S (c) en 
ruban et (4) en structure compacte, d'autre part, toutes vues dans la 
mème direction, Dans les structures en ruban, les hélicex et les feuillets 
ont en vert et les segments qui les relient en doré : les nucléotides gua 
nyliques sont en magenta, à l'exception du phosphate en y du GTPYyS, qui 
est en jaune : l'ion Mg”! lié est représenté par une boule bleue. Les trois 
domaines commutateurs (1, 1 et HE) sont surlignées en bleu-vert, Dans la 
Panie «, les deux régions en boucle de la protéine qui sont impliquées 


plexée au GDP (Fig, 19-17a et h) et à un analogue non hydroly- 
sable du GTP, le GTPyS 
O—P—O—P—0—P—-0—CH; 0, G 


HN H 
OU OE 


en rose, Dans les structures compactes, les couleurs sont les mêmes que 
dans les structures en ruban, à l'exception des résidus en jaune qui repré 
sentent ceux qui transmettent où stabilisent les transitions structurales 
causées par la fixation du groupement phosphate en y. Dans les modèles 
compacts, le rectangle met l'accent sur la cavité qui existe dans G,,-GDP, 
qui se ferme si l'on remplace GDP par GTPYyS et qui est impliquée dans 
la modulation de l'affinité de G,, pour G4, et pour le récepteur, [Avec la 
permission de Paul Sigler. Yale University. PDBid 1TAG et | TND.] 


(Fig. 19-17c et d). G,, se compose de deux domaines nettement 
délimités et unis par deux polypeptides de liaison : (1) un domaine 
de type GTPase, fortement conservé et structuralement analogue à 
ceux des autres protéines G de structure connue (et donc souvent 
appelé domaine de type Ras), et (2) un domaine en hélice que l'on 
ne trouve que dans les protéines G hétérotrimériques. Les nucléo- 
tides guanyliques se fixent sur G,, dans une crevasse profonde qui 
est délimitée par ces deux domaines. La structure par rayons X du 
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(a) 

FIGURE 19-18 Structure par rayons X de la protéine G hétérotrimé- 
rique G;. (a) La sous-unité G, est en violet avec ses segments commuta- 
teurs 1, I et LI respectivement en vert, bleu et rouge, et son GDP lié 
représenté en modèle compact avec C en vert, N en bleu, O en rouge et P 
en jaune, Le segment N-terminal de la sous-unité Gy est en bleu clair et 
chaque pale de son propulseur B est d'une couleur différente. La sous- 
unité G, est en doré, La vue est perpendiculaire à l'axe du propulseur f 
de la sous-unité G4. La membrane plasmique serait au sommet du dessin, 
comme le suggèrent les positions de l'extrémité N-terminale de G,,et de 


GG" GTP$S et G,, * GTPYS déterminées par Gilman et Stephen 
Sprang. 

La comparaison des structures des complexes G,, : GDP et G,, 
+ GTPYS montre que le groupement phosphate en y du GTP est res- 
ponsable de changements conformationnels significatifs seulement 
dans trois domaines dits « commutateurs », tous localisés du côté 
de G,, que l'on peut voir sur la Figure 19-17. Les liaisons hydro- 
gène entre le groupement phosphate en y et les chaînes latérales 
des domaines 1 et II déplacent ces segments polypeptidiques en 
mettant en contact le domaine Il et le domaine III, déplaçant ainsi 
ce dernier vers la droite (Fig. 19-17). Ces modifications confor- 
mationnelles concertées entraînent l'occupation par GTPyS d'une 
cavité présente au niveau du site de fixation du GDP. 

Les domaines commutateurs 1 et IT ont leurs équivalents dans 
les autres protéines G de structure connue. Certaines parties de ces 
segments polypeptidiques ont été impliquées dans les interactions 
entre G,, et la GMPc-PDE, ainsi que dans les interactions entre G,,, 
qui est une protéine voisine, et sa cible, l'AC (Section 19-2D). 
Reste à expliquer comment un récepteur associé à son ligand induit 
l'échange du GDP pour le GTP sur la sous-unité G,.. 


c. Structures par rayons X des protéines G 
hétérotrimériques 
Les structures par rayons X des protéines G hétérotrimériques 
furent déterminées par Gilman et Sprane (G + GTP): Fie. 19-18) 
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(b) 

l'extrémité C-terminale voisine de G,, qui, én vivo, sont fixées à la mem- 
brane par des lipides. Cependant, l'orientation de la protéine par rapport 
à la membrane plasmique est inconnue. (b) Vue après rotation de 90° 
autour de son axe horizontal, par rapport à la Partie 4, et donc en regar- 
dant à partir de la membrane plasmique, La protéine est colorée comme 
dans la Partie a sauf que la sous-unité G,, est principalement en gris. 
[D'après une structure par rayons X due à Alfred Gilman et Stephen 
Sprang, University of Texas Southwerstern Medical Center. PDBid 
1GP2.] 


et par Hamm et Sigler (G, : GDP), On constate que la sous-unité 
Gÿ (Fig. 19-18b) est constituée d'un domaine en hélice N-terminal 
suivi d'un domaine C-terminal comprenant sept feuillets f antipa- 
rallèles à 4 segments disposés comme les pales d'une hélice -dit 
propulseur B- qui entoure un canal central rempli d'eau, Chaque 
feuillet B de l'hélice B est formé d'un motif WD40, ainsi appelé 
parce que sa séquence comporte environ 40 résidus contenant sou- 
vent le dipeptide conservé WD, On trouve le motif WD40 dans des 
protéines (de fonctions différentes) à propulseur B constitué de 4 à 
8 pales, dont le domaine N-terminal à 7 pales de la chaîne lourde 
de clathrine (Section 12-4C). La sous-unité G, est constituée prin- 
cipalement de deux segments hélicoïdaux reliés par un polypeptide 
(Fig. 19-18b). Elle établit une association étroite avec G, sur toute 
sa longueur, essentiellement par interactions hydrophobes et ne 
présente donc pas de structure tertiaire. La structure par rayons X 
de Gy, isolée est pratiquement identique à celle qu'elle a dans le 
complexe G, + GDP-G,,, ce qui indique que la structure de Gy, ne 
change pas lorsqu'elle s'associe avec G,, + GDP. 

L'association de G, et Gy, implique essentiellement des 
contacts très conservés entre d'une part les domaines commuta- 
teurs Let Il de G, et d'autre part les boucles et les tournants 
au bas de propulseur B de Gy, (Fig. 19-18). De plus, il existe 
une interaction, plus limitée, entre l'hélice N-terminale de G, 
(qui est désorganisée dans G, isolËe) et la première pale du pro- 
pulseur G4 (à l'arrière dans la Fig. 19-18Ra). La comparaison des 
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FIGURE 19-19 Mécanisme d'action de la toxine cholérique. Le frag- 
ment A1 de la toxine cholérique catalyse l'ADP-nibosylation, par NAD”, 


structures de G,, : GDP -— G,, et de G, + GTPYS explique pour- 
quoi G, ne peut fixer simultanément le GTP et G4,: dans G, - 
GDP - Gÿ, le domaine commutateur I de G,, contacte Gy d'une 
manière qui empêche le domaine commutateur I! d'adopter la 
conformation requise pour qu'il fixe le groupement phosphat en 
y du GTP. De plus, les modifications conformationnelles du 
domaine commutateur IE sont coordonnés avec celles du domaine 
1 de sorte que, ensemble, ils se referment par dessus le GDP lié 
à G, — Gy, ce qui rend compte de sa forte liaison par rapport 
à celle dans G,, - GDP. 


d. La toxine cholérique stimule l'adénylate cyclase en 
activant G,, en continu 

Le symptôme principal du choléra, maladie intestinale causée 
par la bactérie Vibrio cholerae, est une forte diarrhée qui, si elle 
n'est pas traitée, peut être souvent mortelle en raison de la déshy- 
dratation qui en résulte, Cette maladie redoutée n'est pas une 
infection au sens habituel du terme puisque le vibrion n’envahit ni 
n'endommage les tissus, mais plutôt colonise l'intestin, un peu 
comme le fait E. coli. La perte énorme de liquide causée par le 
choléra (plus de 6 litres par heure !) se produit en réponse à une 
toxine bactérienne. En effet, le remplacement de l'eau et des sels 
minéraux perdus par les malades leur permet de survivre pendant 
les quelques jours nécessaires à l'élimination de la bactérie. 

La toxine cholérique (CT : aussi appelée choléragène) est une 
protéine de 87 kKD constituée de deux sous-unités A et B dans un 
rapport AB, les sous-unités B (103 résidus chacune) formant un 
anneau pentagonal auquel est associée la sous-unité A (240 rési- 
dus). Avant la sécrétion de la CT, sa sous-unité A est scindée à un 
endroit unique par une protéase de la bactérie pour donner deux 
fragments : A1 (N-terminal d'environ 195 résidus) et A2 (C-termi- 
nal d'environ 45 résidus), qui restent associés par un pont disul- 
fure. Après fixation sur son récepteur cellulaire de surface, qui est 
le ganelioside G... (Sections 12-1D et 25.80) la sous-unité À cli- 


d'un résidu Arg de la sous-unité G,,, empêchant ainsi cette sous-unité 
d'hydrolyser le GTP. 


cytose via le récepteur, et atteint l'appareil de Gogi par migration 
rétrograde à travers la voie sécrétoire (Section 12-4B). De là, elle 
est acheminée vers le réticulum endoplasmique (RE) par liaison de 
la séquence KDEL C-terminale de A2 à un récepteur KDEL (dont 
la fonction normale est de ramener au RE les protéines résidentes 
qui s'en seraient échappées ; Section 12-4C). Le fragment Al est 
alors libéré de A2 et passe dans le cytoplasme à travers le translo- 
con (qui normalement conduit vers le RE les polypeptides en 
croissance mais pas encore repliés ; Section 12-4B) en vertu d'un 
processus impliquant le dépliement de A1 sous l'action de la pro- 
téine disulfure isomérase (PDI ; Section 9-2A) agissant ici comme 
chaperon. 

Une fois à l'intérieur de la cellule, À, catalyse le transfert irré- 
versible de l'unité ADP-ribose du NAD* sur la chaîne latérale 
d'une arginine particulière de G,,, (Fig. 19-19). La protéine G,, 
ADP-ribosylée, complexée au GTP, peut activer l'AC mais est 
incapable d'hydrolyser le GTP lié. En conséquence, l'AC reste 
bloquée sous sa forme active. Normalement, les cellules épithé- 
liales de l'intestin grêle sécrètent un liquide digestif (solution 
saline riche en HCO;) en réponse à des petites augmentations de 
concentration d'AMPc qui activent des pompes à sodium intesti- 
nales suite à leur phosphorylation par la PKA (les pompes à ions 
sont étudiées dans les Sections 20-4 et 20-5). L'augmentation de la 
concentration d'AMPc (environ 100 fois) induite par la toxine est 
responsable des symptômes du choléra, car les cellules épithéliales 
libèrent alors d'énormes quantités de liquide digestif, La toxine 
cholérique affecte également d’autres tissus in vitro mais pas in 
vivo car la toxine ne peut passer du tube digestif dans la circula- 
uon. 
La structure par rayons X de la CT (Fig. 19-204), déterminée 
par Graham Shipley et Edwin Westbrook, est remarquable par le 
fait que son segment A2 forme une hélice étendue singulière dont 
l'extrémité C-terminale s’insère dans le pore central rempli de sol- 
vant dun nentamère R_ hù alle pet annrés de manière nan nnvalants 
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(a) 

FIGURE 19-20 Structure par rayons X de la toxine cholérique. (a) Le 
complexe AB, dans son ensemble est vu parallèlement à la direction pré- 
sumée du plan de La membrane plasmique à laquelle il se lie, l'extérieur 
vers de haut. Le segment Al est en bleu-vert, le segment A2 est en gris, 
et chaque sous-unité est d'une couleur différente. Bien que, dans cette 
structure, les segments Al et A2 forment une chaîne polypeptidique 
continue, les résidus 193 à 195, qui précèdent immédiatement le lien 
pepudique chivé suite à l'activation de la toxine, sont désordonnés et ne 
s0at donc pas visibles ici (er haut à gauche), L'extrémité C-terminale de 
Phélice A2 5e fixe dans le pore central du pentamère. [D'après une struc- 


sorte qu'il y relie le segment A1 (qui a une forme en coin), un peu 
comme la ficelle d'un ballon. La structure par rayons X de B, en 
complexe avec son récepteur G,4, pentasaccharidique (Fig. 19- 
20b), déterminée par Wim Hol, montre que ce pentasaccharide se 
lie, via un vaste réseau de liaisons hydrogène, à chaque sous-unité 
B du côté de B5 opposé à celui qui fixe A. La liaison de la sous- 
unité À, où du récepteur pentasaccharidique, à B; n'entraîne que 
de petites modifications structurales de leurs sites de liaison res- 
pectits, sans modifier les interfaces des sous-unités dans B4. On 
trouve dans Al, au voisinage du résidu Glu 112 impliqué dans la 
Catalyse, un sillon allongé qui formerait son site actif. 

Certaines souches d'E. coli sont responsables d'une maladie 
diarhéique similaire (la diarrhée du voyageur), mais moins grave 
que le choléra, par production d'une entérotoxine thermolabile 
(LT), protéine très semblable à CT (leurs sous-unités A et B sont 
identiques à plus de 80% et elles forment des toxines AB, dont 
les structures par rayons X sont très semblables) et possédant le 
même mode d'action. On ignore les raisons de la différence de 
sévérité entre ces deux affections (le choléra peut tuer en 
quelques heures, alors que les souches entérotoxiques d'E. coli 
naflectent les adultes que temporairement). Cette différence 
pourrait être due à de petites différences de structure entre les 
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(b) 

ture par rayons X due à Graham Shipley, Boston University School of 
Medicine, et Edwin Westbrook, Northwerstern University. PDBid IXTC.] 
{b) Structure du pentamère B, seul, dans lequel chaque sous-unité se lie à 
un récepteur pentasaccharidique G,s, de la CT. La structure est vue 
comme à partir du bas de la Partie a, Les sous-unités du pentamère B, 
sont colorées comme dans la Partie a et les pentasaccharides sont en 
modèle boules et bâtonnets avec C en vert, N en bleu et O en rouge. 
Noter le vaste pore central du pentamère, [D'après une structure pur 
rayons X due à Wim Hol, University of Washington. PDBid 2CHB.] 


Les résultats ci-dessus fournissent une base structurale pour la 
conception de ligands qui interfèrent avec la fixation de la CT ou 
de la LT sur leurs récepteurs. Puisque ces derniers se trouvent à la 
surface de l'épithélium intestinal, ces ligands compétiteurs n'ont 
pas de membrane à franchir. On peut donc dépasser la limite de 
taille habituelle (environ 500 D) pour un médicament candidat effi- 
cace (Section 15-4B). Un ligand de grande taille aura également 
moins de chances de passer dans la circulation et de provoquer des 
effets indésirables. De fait, la synthèse de ligands multivalents qui 
se fixent simultanément aux 5 sites récepteurs d'une molécule AB, 
a déjà fourni des structures guides prometteuses ciblées sur CT et 
LT. 


e. La toxine pertussique catalyse l'ADP-ribosylation de 

Ga 

Bordetella pertussis, la bactérie responsable de la coqueluche 
(maladie encore responsable de la mort d'environ 300 000 enfants 
par an dans le monde), produit une protéine du type AB, la toxine 
pertussique (PT), qui catalyse l'ADP-ribosylation d'un résisu Cys 
particulier de G,.. Cette réaction empêche G,, d' échanger son 
GDP lié pour du GTP et ainsi de pouvoir inhiber l'AC. La struc- 
ture par ravons X de cette toxine. déterminée par Randv Read. 
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Gsa. PKC, Gy, 
FIGURE 19-21 Schéma d'une AC typique de mammifère, Les 
domaines M, et M, sont censés contenir chacun 6 hélices transmembra- 
maires, C,, et C,, forment le cœur catalytique pseudosymétrique de l'en- 
zyme. Les domuines avec lesquels diverses protéines régulatnices inter- 
agissent sont indiqués. [D'après Tesner, 13.6, and Sprang, S.R., Curr. 
Opin, Struct. Biol. 8, 713 (1998).] 


PT se trouve projetée du côté opposé à son pentamère B, si l’on 
compare avec ce qui se passe pour la CT. De plus, le pentamère B 
de la PT comporte 4 sous-unités différentes (une en deux exem- 
plaires), dont chacune n'a qu'environ 15 % d'identité de séquence 
avec les sous-unités de CT et de LT. 


D. Adénylate cyclases 


Les protéines G hétérotrimériques G, et G; ont pour rôle de contrô- 
ler les activités de l'adénylate cyclase (AC). On connaît chez les 
mammifères 10 isoformes de l'AC, ACT à AC10 (ou AC-I à AC- 
X), qui sont histo-spécifiques et diffèrent par leurs propriétés régu- 
latrices. Chacune de ces glycoprotéines transmembraires de -120 
KD comporte un petit domaine N-terminal (N), suivi de deux 
exemplaires d'un module constitué d'un domaine transmembra- 
naire (M) derrière lequel on trouve deux domaines cytoplasmiques 
consécutifs (C). pour donner la séquence NM,C,,C,,M,C;, Css, 
(Fig. 19-21). Les domaines C,, et C;, (-40 % identiques) s'asso- 
cient pour former le noyau catalytique de l'AC, tandis que CC, 
et C;, fixent des molécules régulatrices. Ainsi, G,, inhibe ACI, 
ACS et AC6 en se liant à C,,: G,, active toutes les isoformes de 
l'AC excepté AC9 en se liant à C;,; G4, inhibe ACT mais active 
AC2, AC4 et AC7 en se liant à C,, : et le complexe Ca?*-calmo- 
duline (Ca**-CaM ; Section 18-3C) active ACI, AC3 et ACS en se 
liant à C,,. De plus, les C,, de AC2, ACS et ACT sont activés par 
phosphorylation de sites de contrôle Ser/Thr spécifiques, par 
exemple par la protéine-kinase C (PKC: Section 19-4C), alors 
que le C,,, de ACS et AC6 est inhibé par la PKA. Ainsi, les cellules 
peuvent répondre à un grand nombre de stimuli différents par des 
modifications de leurs niveaux en AMP. 

On ne connaît pas encore de structure par rayons X d'une iso- 
forme d'AC intacte, Cependant, Sprang a déterminé la structure 
par ravons X d'un novau catalytique hvbhnide constitué du domaine 
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FIGURE 19-22 Structure pur rayons X du cœur catalytique d'une 
AC. Ce cœur est constitué du domaine VC, de l'AC de chien et du 
domaine IC, de l'AC de rat, en complexe avec G,,+ GTPYyS bovine, la 
forskoline et un analogue de l'ATP. VC, est en beige, IC, en violet, et 
Ge dont on ne voit qu'une partie, en gris, avec ses scgments contactant 
1IC,, le domaine commutateur I et la boucle «3-5. en rouge et en bleu. 
La forskoline et l'ATP sont représentés en bâtonnets avec C en gris, N en 
bleu-vent, O en rouge et P en vert, Le ruban transparent en marron 
montre les parties non superposces de l'homodimère LC, de rat, catalyti- 
quement inactif, dans lequel une des sous-unités est superposée à HIC, au 
sein du complexe VC,-1IC, [Avec In permission de Heidi Hamm, North- 
western University Medical School. Les structures par rayons X du com- 
plexe VC,-1IC,-G,, et de l'homodimère IC, furent déterminées par John 
Tesmer et Stephen Sprang, Umversity of Texas Southwerstern Medical 
Center, et par James Hurley, NIH, PDBid 1AZS et 1ABS.] 


C,, de ACS (VC, ) et du domaine C;, de AC2 (HIC,) en association 
avec G,,, * GTPYS, ATPaS (un isomère de l'ATPYS avec un atome 
S sur le phosphate en ce), et la forskoline 


(produit par la plante Coleus forskohlii qui active toutes les AC 
excepté AC9 et abaisse la tension artérielle). Le noyau catalytique 
VC, + TIC, est enzymatiquement actif et est sensible à G,, + GTP 
et à la forskoline. Sa structure par rayons X (Fig. 19-22) montre 
que VC, et IC, forment un hétérodimère pseudo-symétrique qui 
fixe l'ATPYS et la forskoline par des sites en relation pseudo-symé- 
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lement via l’hélice de son domaine commutateur 11, qui se fixe 
dans une fente de IIC,. 

La structure par rayons X de l’homodimère, catalytiquement 
inactif, C,, en complexe avec deux molécules de forskoline dis- 
posées symétriquement, déterminée par James Hurley, procure 
un modèle approximatif de l'hétérodimère non activé. La com- 
paraison de ces structures (Fig. 19-22) suggère que la liaison de 
G; * GTP au noyau catalytique C,, : C;, ouvre la fente de liai- 
son du domaine commutateur Il de C;, de manière à forcer 
mécaniquement C,, à tourner d'environ 10° par rapport à C... 
Ceci est censé réorienter les résidus du site actif du complexe 
de sorte qu'ils puissent catalyser efficacement la conversion 
d'ATP en AMPc. Le changement de conformation subi par G,, 
lorsqu'il hydrolyse en GDP le GTP qui lui est lié (Fig. 19- 17) 
réoriente apparemment son domaine commutateur Il au point 
qu'il ne peut plus fixer C,,, ce qui ramène l'AC à sa confor- 
mation inactive. 

On trouve dans VC, une fente qui correspond à celle qui lie G,, 
dans IIC;. Ceci suggère que cette fente de VC, sert de site de liai- 
son pour G,,, hypothèse confort?e par des expËriences de muta- 
genËse de VC,. Cependant, la fente de VC, est trop étroite pour 
fixer une hélice de domaine commutateur IE, d'où l'idée que la liai- 
son de G,, + GTP à C,, ouvre cette fente et réoriente les résidus 
catalytiques du complexe de sorte à réduire l'activité catalytique 
de ce dernier. 


E. Phosphodiestérases 


Dans tout système de signalisation par messager chimique, ce 
messager doit finalement être éliminé pour contrôler l'amplitude 
et la durée du signal, et prévenir toute interférence avec la récep- 
tion de signaux ultérieurs. Dans le cas de l'AMPc, celui-ci est 
hydrolysé en AMP par des enzymes appelées phosphodiestérases 
de l'AMPc (AMPc-PDE). 

La superfamille des PDE, qui comprend les AMPc-PDE et les 
GMPc-PDE, est codée, chez les mammifères, par au moins 20 
gènes différents regroupés en 11 familles (PDEI à PDEI1). De 
plus, beaucoup des ARNm transcrits à partir de ces gènes possè- 
dent plusieurs sites d'initiation et d'épissage différentiel (Sections 
5-4A et 34-3C), ce qui fait que les mammifères expriment environ 
50 isoformes de PDE. Elles se distinguent au plan fonctionnel par 
leur spécificité de substrat (l'AMPc, le GMPc ou les deux) et leurs 
propriétés cinétiques, leur réponse ou leur insensibilité à des acti- 
vateurs ou inhibiteurs (voir ci-dessous), et leur distribution tissu- 
laire, cellulaire et subcellulaire. Les PDE ont une architecture 
moléculaire charactéristique comprenant un domaine catalytique 
conservé d'environ 270 résidus du côté C-terminal et des domaines 
ou motifs régulateurs très variés, d'habitude du côté N-terminal. 
Certaines PDE sont ancrées dans la membrane, d'autres sont cyto- 
soliques. 

Comme on pouvait s'y attendre, l'activité PDE est l'objet d'un 
contrôle sophistiqué. En fonction de l'isoforme, une PDE peut être 
activée par un ou plusieurs agents, dont le complexe Ca**-CaM; 
par phosphorylation par la PKA, par la protéine-kinase stimulée 
par l'insuline (Section 20-3C) et par la protéine-kinase calmodu- 
line-dépendante I ; et par la liaison du GMPc à un site non cata- 
lytique. Cependant, le GMPc inhibe certaines PDE. Les PDE 
phosphorylées sont déphosphorylées par diverses protéine- 
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protéine-phosphatase-2A. Ainsi, les PDE permettent un « dia- 
logue » entre les systèmes de signalisation fondés sur l'AMPc et 
ceux qui utilisent d'autres types de signaux. 

Les PDE sont inhibées par divers agents médicamenteux utili- 
sés pour traiter des maladies très différentes telles que l'asthme, la 
décompensation cardiaque, la dépression, la dysfonction érectile, 
l'inflammation et la dégénérescence rétinienne. Le sildénafil (nom 
commercial : Viagra), 
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médicament de la dysfonction érectile, inhibe spécifiquement la 
PDES, qui n’hydrolyse que le GMPc. La stimulation sexuelle chez 
l'homme provoque la libération de NO par les nerfs péniens, ce qui 
active la production de GMPc par la guanylate cyclase, Ceci induit 
un relâchement des muscles lisses vasculaires dans le pénis, d'où 
afflux sanguin et érection. Ce GMPc finit par être hydrolysé par la 
PDES. Le sildénafil est dès lors efficace chez les hommes qui pro- 
duisent trop peu de NO, et donc de GMPc pour une érection satis- 
faisante. 


3 B SIGNALISATION PAR TYROSINE- 
KINASES 


Nous avons vu que la synthèse et la dégradation du glycogène 
sont régulées par phosphorylation/déphosphorylation des 
enzymes qui catalysent ces voies métaboliques ainsi que nombre 
des enzymes qui catalysent ces modifications covalentes (Section 
18-3). Beaucoup d'autres processus sont régulés de même chez 
les eucaryotes. En fait, près d'un tiers des protéines de ces der- 
niers sont phosphorylées et on estime à environ 2000 le nombre 
de protéine-kinases codées par le génome humain (pour un com- 
pendium d'accès public, voir «the Protein Kinase Resource » 
http ://pkr.sdsc.edu/html/index.shtml). La grande majorité des 
résidus d'acide aminé phosphorylés sont Ser ou Thr; 1 sur 2000 
seulement est une Tyr. Cependant, comme nous allons le voir, la 
phosphorylation sur Tyr est d'importance capitale dans la régu- 
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À. Récepteurs à activité tyrosine-kinase 


De nombreux facteurs de croissance protéiques contrôlent d'une 
manière ou d'une autre la différenciation, la prolifération, la 
migration, l'état métabolique et la survie de leurs cellules cibles en 
se fixant sur leurs récepteurs à activité tyrosine-kinase (RTK). 
Les RTK forment une famille diversifiée comprenant plus de 50 
glycoprotéines transmembranaires (Fig. 19-23) qui ont toutes un 
domaine C-terminal cytoplasmique ayant l'activité de protéine 
tyrosine-kinase (PTK) et qui ne traversent qu'une seule fois la 
membrane, vraisemblablement par l'intermédiaire d'une hélice cc. 
Comme leur nom l'indique, les PTK catalysent la phosphorylation 
ATP-dépendante de leurs protéines cibles sur des résidus Tyr spé- 
cifiques : 


ATP 
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FIGURE 19-23 Disposition des domaines dans diverse sous-familles 
de récepteurs à activité tyrosine-kinase (RTK), Chaque sous-famille 
est représentées par un à cinq membres. Le rectangle étroit qui traverse le 
diagramme horizontalement représente la membrane plasmique, avec 
l'espace extracellulaire au dessus et le cytoplasme en-dessous. Les poly- 
peptides ne sont pas tout-à-fait à l'échelle, avec leur extrémité N-termi- 
nale vers le haut. EGFR, InsR, PDGFR et FGFR signifient respective- 
ment récepteur du facteur epidermique de croissance, récepteur 
inenulininne. récenteur du lfurtenur de ernlecanre dérivé dec nlanmettsée 


kinases Ser/Thr-spécifiques, bien plus nombreuses, telles que la 
PKA (Fig. 18-14), et elles leur ressemblent au plan structural 
comme nous allons le voir. 

Les RTK sont activés par la liaison du facteur de croissance 
protéique correspondant à un (ou plus) de leurs domaines extra- 
cellulaires. 11 semble improbable que la simple hélice transmem- 
branaire d’un RTK monomérique tel que le récepteur du facteur 
épidermique de croissance (EGFR ; Fig. 19-23) possède la com- 
plexité structurale nécessaire pour transmettre à son domaine tyro- 
sine-kinase cytoplasmique l'information due à la fixation du ligand 
sur le(s) domaine(s) extracellulaire(s). En fait, ainsi que nous 
l'avons vu à propos du récepteur de l'hormone de croissance 
humaine (qui n'est pas un RTK), la fixation du ligand induit la 
dimérisation du récepteur (Fig. 19-9). Celle-ci active l'activité 
PTK du RTK, comme décrit ci-dessous. Pour les RTK qui sont des 
dimères permanents, tels que le récepteur insulinique (InsR ; Fig. 
19-23), on pense que la PTK est activée suite à une modification 
structurale induite par le ligand (sans doute une rotation en sens 
inverse des deux protomères, qui préserve l'axe de symétrie 
d'ordre 2 du dimère) et transmise à travers la membrane. 


a. Le FGF et le sulfate d'héparine sont requis pour activer 
le récepteur FGF 
Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) des mam- 
mifères constituent une famille d'au moins 21 protéines apparen- 
tées par la structure (FGF1-21). Ils régulent un grand nombre de 


Le) 
r 


Tie EphAi Ret Ryk DDR1 Ros 
Tek . DDR2 
EphBi 


© mx © © Ne LL 


et récepteur du facteur de eroissance des fibroblastes, Les parties 
extracellulaires des RTK sont assemblées en modules à partir d'une 
panoplie de domaines, souvent répétés, qui sont repris à la droite du 
schéma. Noter que le domaine à activité tyrosine-kinase des sous-familles 
PDGFR et Flti est interrompu par une séquence d'insertion kinase 
d'environ 100 résidus et que les membres de la sous-famille InsR sont 
des hétérotétramères de type &f;, dont les sous-unités sont unies par 
liaison disulfure (courtes lignes horizontales). [Avec la permission de 
Choven Halht Dies, VV Et tes, Colon nf Aladinins 1 


FIGURE 19-24 Structure par rayons X du complexe 2 : 2 : 2 formé 
de FGF2, de la partie D2-D3 du FGFRI et d'un décasaccharide 
d'héparine, vu perpendiculairement à l'axe de symétrie d'ordre 2 du 
complexe dimérique, avec la membrane plasmique en bas. Les polypep- 
tides sont représentés en ruban, avec les molécules de FGF en bleu-vert 
et en bleu clair, les domaines D2 et D3 d'un monomère de FGFR en 
lavande et en doré, et ceux des autres en magenta et en orange. Les deux 
décasaccharides d’héparine sont en modèle compact avec C en vert, N en 
bleu, O en rouge et S en jaune. Les domaines D2 et D3 de FGFR ont 
Chacun la structure caractéristique d'un domaine immunoglobuline (1g) : 
un sandwich B constitué d'un feuillet B antiparallèle à trois segments et 
d'un à quatre segments (Section 25-2B). [D'après une structure par 
rayons X due à Moosa Mohammadi, New York University School of 
Medicine, PDBid 1FQ9.] 


processus biologiques importants tels que la prolifération, la diffé- 
renciation et la migration des cellules et sont exprimés selon un 
patron spatio-temporel particulier chez l'embryon et chez l'adulte. 
Les FGF agissent par l'intermédiaire de 4 récepteurs du FGF 
(FGFRI1-4), dont chacun fixe un sous-groupe spécifique de FGF, 
ce qui rend compte de la diversité et de la régulation étroite des 
processus qu'ils contrôlent. La dimérisation des FGFR en solution 
requiert non seulement du FGF, mais aussi des protéoglycanes à 
héparane sulfate (Section 11-3A). 

Les FGFR comprennent tous, de l'extrémité N- à C-terminale 
(Fig. 19-23), trois domaines (DI à D3) extracellulaires de type 
imunoglobuline, une hélice transmembranaire unique, et un 
domaine cytoplasmique à activité PTK. Seuls les domaines D2 et 
D3 sont impliqués dans la fixation du FGF (en général, seuls 
quelques uns des domaines extracellulaires des RTK participent à 
cette liaison), Moosa Mohammadi a déterminé la structure par 
rayons X d'un complexe 2:2:2 de FGF2, du segment D2-D3 de 
EGERI et d'un déracarchande d'hénanne (ie 11.20 On vnit 
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(Fig. 19-24) que chaque monomère de FGF se lie aux domaines 
D2 et D3 d'une sous-unité de FGFR et, plus faiblement, au 
domaine D2 de l'autre sous-unité, tandis que l'héparine relie 
chaque monomère de FGF aux deux domaines D2 (dont les 
contacts, en absence de FGF et d'héparine, sont insuffisants pour 
assurer une dimérisation efficace du FGFR). 


b. Les dimères de RTK sont activés par 

autophosphorylation 

La dimérisation d'un RTK (ou sa modification conformation- 
nelle dans le cas de la sous-famille des récepteurs insuliniques) 
provoque l'apposition de ses domaines PTK situés du côté cyto- 
plasmique, de sorte qu'ils se phosphorylent l'un l'autre sur des 
résidus Tyr spécifiques de leurs boucles d'activation (Fig. 19-25a). 
Cette autophosphorylation active la PTK de la même manière 
que la phosphorylation de la boucle d'activation de la PKA conduit 
celle-ci à phosphoryler ses protéines cibles (Section 18-3C). Dans 
de nombreux cas, la PTK activée phosphoryle également la sous- 
unité PTK opposée sur des résidus Tyr spécifiques en dehors du 
domaine PTK (Fig. 19-25). Comme nous le verrons dans la Sec- 
tion 19-3C, ceci procure des sites de liaison pour des protéines 
cytoplasmiques particulières. La PTK activée peut aussi phospho- 
ryler des résidus Tyr spécifiques de nombreuses protéines cyto- 
plasmiques. Dans les deux cas (voir Section 19-3D), ceci active les 
protéines chargées d'exécuter les instructions transmises par la 
présence, à l'extérieur de la cellule, du facteur de croissance pro- 
téique. 


c. La PTK du récepteur insulinique subit d'importants 
changements conformationnels suite à 
l’autophosphorylation 
Comment l'autophosphorylation peut-elle activer une PTK ? 

La réponse à cette question doit beaucoup à la comparaison des 

structures par rayons X du domaine PTK du récepteur insulinique 

sous sa forme inactive non phosphorylée et active triphosphorylée. 

Le récepteur insulinique est exprimé sous forme d'un précurseur 

monocaténaire de 1382 résidus qui subit un clivage protéolytique 

pour donner les deux sous-unité & et B (731 et 619 résidus), reliées 
par ponts disulfure, du récepteur mature (Fig. 19-23), Stevan Hub- 
bard a déterminé la structure par rayons X d'une partie (306 rési- 
dus) de la sous-unité B contenant la PTK et phosphorylée sur ses 
trois sites d'autophosphorylation, les résidus Tyr 1158, 1162 et 

1163 (selon le système de numérotation du précurseur), en com- 

plexe avec l'ADPNP (analogue non hydrolysable de l'ATP) et un 

substrat peptidique de 18 résidus. On constate (Fig. 19-26a) que la 
structure de cette PTK ressemble à celles d'autres PTK de struc- 
ture connue ainsi qu'à celles de protéine-kinases spécifiques de 

Ser/Thr comme la PKA (Fig. 18-14) et de la sous-unité y de la 

phosphorylase kinase (Fig. 18-20). 

La comparaison de cette structure avec celle de la protéine libre 
non phosphorylée, déterminée par Hubbard et Wayne Hendrick- 
son, montre que, suite à la phosphorylation et à la liaison du sub- 
Strat, le lobe N-terminal de la PTK subit une rotation quasi rigide 
de 21° par rapport au lobe C-terminal, autour du grand axe de la 
protéine (Fig, 19-26b). Cette importante modification conforma- 
tionnelle referme la fente du site actif sur l'ADPNP, ce qui orien- 
terait favorablement des résidus impliqués dans la fixation du sub- 
strat et dans la catalyse. Les trois résidus Tyr phosphorylés se 
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Récepteur 
du PGDF 


FIGURE 19-25 Keprésentations schématiques de RTK. (a) Récepteur 
du PGDF et (b) récepteur de l'EGF, Leurs sites d'autophosphorylation et 
les protéines qui sont activées en se fixant sur ces sites via leurs 
domaines SH2 (la plupart d'entre elles sont étudiées dans ce chapitre) 


1170; se rappeler que de nombreuses Ser/Thr-kinases sont égale- 
ment phosphorylées sur leur boucle d'activation ; Section 18-3C). 
La boucle d'activation non phosphorylée passe à travers le site 
actif de la PTK de manière à empêcher la liaison de l'ATP et des 
substrats protéiques. Cependant, suite à la phosphorylation, leur 
boucle d'activation adopte une conformation qui ne ferme plus le 
site atif (Fig. 19-26b) mais participe au contraire à la formation du 
site de reconnaissance du substrat. Le groupement phosphate sur 
Tyr 1163 réalise un pontage de la boucle d'activation par liaison 
hydrogène avec la chaîne latérale de l'Arg conservée 1155 d'un 
côté de la boucle et avec le N de la chaine principale de Gly 1166 
de l'autre côté, Le groupement phosphate sur Tyr 1162 établit deux 
liaisons hydrogène avec la chaîne latérale de l'Arg conservée 
1164. Cependant, le groupement phosphate sur Tyr 1168 ne réalise 
point de contacts protéiques. ce qui suggère qu'il constitue un site 
d'accostage pour des protéines situées en aval dans la cascade de 
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sont indiqués. Noter que presque toutes les Tyr autophosphorylées qui 
fixent d'autres protéines se situent à l'extérieur des domaines à activité 
tyrosine-kinase, [D'après Pawson, T. and Schlessinger, L., Curr. Biol. 3, 
435 (1993).] 


des expériences montrant que l'activité tyrosine-kinase du récep- 
teur insulinique augmente avec le degré de phosphorylation de ses 
trois Tyr autophosphorylables et que l'activité maximum n'est 
atteinte que si Tyr 1163 est phosphorylée. En fait, pratiquement 
tous les RTK possèdent, dans leur boucle d'activation, de un à trois 
résidus Tyr autophosphorylables (avec l'exception notable des 
membres de la sous-famille des EGFR; Fig. 19-25b) et, parmi 
toutes les protéine-kinases phosphorylées, ils ont en commun une 
conformation similaire. 

Seuls les 6 résidus centraux, GDYMNM, du substrat pepti- 
dique de 18 résidus sont visibles dans la structure discutée ci-des- 
sus. Ils comprennent la séquence YMXM présente dans tous les 
bons substrats du récepteur insulinique. Elle s'associe à la kinase 
comme un segment dans un feuillet B. Ses chaînes latérales Met 
s'insèrent dans des poches hydrophobes voisines de la protéine, 
alors que sa chaîne latérale Tyr phosphorylable s'étend vers le 
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FIGURE 19-26 Structure par rayons X du domaine PTK du récep- 
teur insulinique. (a) La PTK phosphorylée sur les résidus Tyr 1158, 
1162 et 1163 et en complexe avec l'ADPNP et un substrat polypepti- 
dique de 18 résidus. La PTK est montrée dans l'orientation « standard » 
des protéine-kinases, avec son domaine N-terminal en rose, son domaine 
C-terminal en bleu-vert et sa boucle d'activation en bleu clair. Les 
chaînes latérales de ses trois Tyr phosphorylées sont en modèle boules et 
bâtonnets, avec C en vent, N en bleu, O en rouge et S en jaune. 
L'ADPNP, qui est coloré de même, est représenté en modèle compact. Le 
substrat polypeptidique (dont seuls 6 résidus sont visibles) est en orange, 
et son résidu Tyr phosphorylable est en modèle boules et bâtonnets, avec 


la spécificité de la protéine pour phosphoryler Tvr, plutôt que Ser 
ou Thr, par le fait que la chaine latérale de Tyr est assez longue 
pour atteindre le site actif, alors que celle de Ser ou de Thr ne l'est 


pas. 


B. Le cancer : perte du contrôle de la prolifération 


Avant de poursuivre notre étude des voies de signalisation, arré- 
tons-nous sur le cancer, groupe de maladies caractérisées par des 
anomalies de la transduction du signal qui conduisent à une proli- 
fération cellulaire incontrôlée. En fait, l'étude du cancer a fait pro- 
gresser considérablement notre compréhension de la transduction 
du signal, et vice versa. 

Les cellules d'un organisme sont soumises à un contrôle strict 
du développement. Pendant l'embryogenèse, les cellules vont se 
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C en magenta et O en rouge. (b) Les squelettes polypeptidiques des 
formes phosphorylée et non phosphorylée du domaine PTK du récepteur 
insulinique sont superposés à leurs lobes C-1erminaux, La protéine phos- 
phorylée est en vert avec sa boucle d'activation en bleu, et lu protéine 
non phosphorylée est en jaune avec sa boucle d'activation en rouge, 
L'axe (noir) et la flèche (bleu) indiquent la rotation requise pour aligner 
le domaine N-terminal de la protéine non phasphorylée et celui de la pro- 
téine phosphorylée. [Partie 4 fondée sur une structure par rayons X due à 
Stevan Hubbard, New York University Medical School et Partie b avec la 
permission de Stevan Hubbard, PDBid 11R3 pour la protéine phosphory- 
lée et LIRK pour la protéine non phosphorylée. | 


organisation spatiale et une séquence temporelle particulières, 
pour conduire à un organisme fonctionnant correctement. Chez 
l'adulte, les cellules de certains tissus, tels que l'épithélium intes- 
tinal et les tissus hématopoïétiques de la moelle osseuse, et celles 
des follicules pileux, continuent à proliférer. La plupart des cel- 
lules du corps restent cependant quiescentes. 

Îl arrive que les cellules échappent au contrôle de leur déve- 
loppement et s'engagent dans une prolifération excessive, Les 
tumeurs qui en résultent peuvent être de deux types : 


1. Les tumeurs bénignes, telles que les verrues et les grains de 
beauté, se développent par simple expansion et restent souvent encap- 
sulées dans une couche de tissu conjonctif, Les tumeurs bénignes met- 
tent rarement la vie en danger, sauf si elles se trouvent dans un espace 
clos, tel que le cerveau, ou si elles sécrètent de grandes quantités de 
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(a) Cellules normales 
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(b) Cellules transformées 
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FIGURE 19-27 Profil de croissance de cellules de vertébrés en cul- 
ture (a) Les cellules normales s'arrêtent de proliférer, par inhibition de 
contact, une fois qu’elles ont formé une monocouche confluente, (b) À 
l'inverse, les cellules transformées perdent l'inhibition de contact : elles 
s'empilent pour former plusieurs couches. 


2. Les tumeurs malignes, ou cancers, se développent d'une 
manière invasive et dispersent des cellules qui, par un processus 
appelé métastase, colonisent de nouvelles régions du corps. Les 
tumeurs malignes sont presque toujours mortelles ; elles sont res- 
ponsables de 20 % des décès aux États Unis. 


La propriété des cellules cancéreuses la plus évidente et la plus 
significative médicalement parlant est leur prolifération incontrô- 
lée. Par exemple, des cellules normales en croissance dans une 
boîte de culture forment une couche monocellulaire au fond de la 
boîte, puis cessent de se diviser par un processus appelé inhibition 
de contact (Fig. 19-27a). À l'inverse, la croissance des cellules 
malignes n'est pas empêchée par les contacts intercellulaires ; en 
culture, ces cellules forment des couches multicellulaires (Fig. 19- 
27b). De plus, même en l'absence d’inhibition de contact, les cel- 
lules normales sont beaucoup plus limitées dans leur capacité à se 
reproduire que les cellules cancéreuses. Selon l'espèce et l’âge des 
animaux dont elles proviennent, les cellules normales en culture ne 
se divisent que 20 à 60 fois avant d'atteindre la sénescence (stade 
auquel elles cessent de se diviser: Section 30-4D) et la mort (un 
phénomène qui est, sans aucun doute, au cœur du processus du 
vieillissement), Les cellules cancéreuses, au contraire, sont 
immortelles : il n'y a aucune limite au nombre de leurs divisions 
cellulaires. En fait, certaines lignées de cellules cancéreuses ont 
été maintenues en culture pendant des milliers de divisions au 
cours de cinq décennies. Cependant, les cellules immortelles ne 
sont pas nécessairement malignes. La marque d'un cancer est 
l'immortalité associée à la croissance incontrôlée. 


a. Le cancer est causé par des agents cancérigènes, des 

radiations et certains virus 

La plupart des cancers sont causés par des agents qui altèrent 
l'ADN ou qui interfèrent avec sa réplication ou sa réparation. Ces 
agents comprennent une grande variété de substances produites par 
l'homme ou d'origine naturelle appelées substances cancérigènes 
chimiques (Section 30-5F }, ainsi que les radiations, qu'elles soient 
électromagnétiques ou particulaires, ayant une énergie suffisante 
pour rompre les liaisons chimiques. De plus, certains virus induisent 
la formation de tumeurs malignes chez leur hôte (voir plus loin). 

Presque toutes les tumeurs malignes sont le résultat de la 
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ce terme ne doit pas être confondu avec l'acquisition d'une infor- 
mation génétique à partir d'ADN exogène (Section 5-2A)] qui, 
libérée des contraintes normales de développement, va proliférer. 
Néanmoins, étant donné que le corps humain est constitué de 
10" cellules environ, la transformation doit être un événement 
très rare. L'une des raisons majeures, comme l'indique la répar- 
tition des décès par cancer en fonction de l'âge (Fig. 19-28), est 
qu'une transformation nécessite qu'une cellule (ou ses ancêtres) 
ait subi plusieurs modifications cancérigènes indépendantes de 
faible probabilité. En conséquence, l'exposition à un agent can- 
cérigène peut induire la transformation de nombreuses cellules, 
mais une tumeur maligne ne se formera peut-être que des décen- 
nies plus tard quand l'une de ces cellules aura subi un proces- 
sus final de transformation, 

L'induction virale d’un cancer a été observée pour la première 
fois en 1911 par Peyton Rous, qui a démontré que des filtrats acel- 
lulaires de certains sarcomes (tumeurs malignes provenant de tis- 
sus conjonctifs) de poulet induisent de nouveaux sarcomes chez le 
poulet (Fig. 19-29). Bien que des décennies soient passées avant 
que l'importance de ce travail ne soit reconnue (Rous ayant reçu 
le prix Nobel en 1966 à l'âge de 85 ans), beaucoup d'autres virus 
tumorigènes ont été caractérisées depuis. Le virus du sarcome de 
Rous (RSV), comme tous les autres virus tumorigènes à ARN 
connus, est un rétrovirus (un virus à ARN qui réplique son chro- 
mosome sous forme d'ADN par une réaction catalysée par la 
transcriptase réverse codée par le génome viral, en insérant cet 
ADN dans le génome de la cellule hôte, et en transcrivant ensuite 
cet ADN). Il contient un gène, v-sre («v » pour viral, « src » pour 
sarcome), codant une protéine appelée v-Src qui assure la trans- 
formation de la cellule hôte. v-src a donc été appelé oncogène (du 
grec onkos, masse ou tumeur). 

Quelle est l'origine de v-sT et quelle est sa fonction virale ? 
Des études d'hybridation (Section 5-3C) par Michael Bishop et 
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FIGURE 19-28 Proportion des décès par cancer chez l'être humain 
en fonction de l’âge, La linéanité de cette représentation log-log peut 
s'expliquer par la nécessité de l'apparition de plusieurs mutations au 
hasard pour provoquer une tumeur, La pente de la droite suggère qu'en 
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FIGURE 19-29 Transformation de fibroblastes de poulet en culture 
par le virus du sarcome de Rous, (a) Les cellules normales adhèrent à 
la surface des boîtes de culture où elles adoptent une conformation éta- 


Harold Varmus en 1976 ont conduit à cette remarquable décou- 
verte: des cellules de poulet non infectées contiennent un gène, 
c-sre (« c » pour cellulaire) qui est homologue de v-src. De plus, 
c-src est hautement conservé chez une grande variété d'eucaryotes 
allant, dans l'échelle de l'évolution, de Drosophila à l'homme. 
Cette observation suggère fortement que c-srr, dont les anticorps 
dirigés contre v-Src indiquent qu'il est exprimé dans les cellules 
normales, est un gène essentiel pour la cellule, En fait, v-Src et son 
analogue cellulaire normal, c-Src, agissent en stimulant la proli- 
fération cellulaire (Section 19-3C). Apparemment, v-src aurait été 
acquis à partir d’une source cellulaire par un ancêtre de RSV non 
transformant. En maintenant la cellule hôte dans un état de proli- 
fération (en général, les cellules ne meurent pas de l'infection par 
le RSV), v-Src augmente probablement la vitesse de réplication 
virale. 


b. Les produits d’oncogènes viraux miment les effets de 
facteurs de croissance protéiques et d'hormones 
Les protéines codées par de nombreux oncogènes viraux sont 
analogues à une variété de composantes des systèmes impliquant 
des facteurs de croissance et des hormones. Par exemple : 


1. L'oncogène v-sis du virus du sarcome simien code une 
protéine secrétée par les cellules infectées qui est presque iden- 
tique à l’une des deux sous-unités du PDGF. De ce fait, la crois- 
sance non contrôlée des cellules infectées par le virus du sarcome 
simien est apparemment la conséquence de la présence continue et 
inappropriée de cet homologue du PDGF, 


2. Près de la moitié de la vingtaine d'oncogènes de rétrovirus 
connus, dont v-src, codent des PTK. Par exemple, l’oncogène 
v-erb B code une version tronquée du récepteur de l'EGF (Fig. 19- 
25b), qui a perdu le domaine de liaison à l'EGF, mais conservé son 
segment transmembranaire et son domaine protéine-kinase. Mani- 
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(b) 


lée, (b) Après infection par le RSV, ces cellules s’arrondissent et forment 
des agrégats empilés. [Avec la permission de G, Steven Martin, Univer- 
sity of Califomia at Berkeley.] 


manière inappropriée les protéines cibles normalement reconnues 
par les RTK, entraînant ainsi les cellules touchées dans un état de 
prolifération débridée. 


3. L'oncogène v-ras code une protéine, v-Ras, dont la fonction 
ressemble à celle de la protéine G monomérique c-Ras (Section 
19-3C), car elle est localisée sur la face interne de la membrane 
plasmique des cellules de mammifères où, lorsqu'elle est liée au 
GTP, elle active différents processus cellulaires par stimulation de 
la phosphorylation de nombreuses protéines sur des résidus spéci- 
fiques Ser et Thr. Bien que v-Ras hydrolyse le GTP en GDP, elle 
le fait beaucoup plus lentement que c-Ras. La limitation de la 
phosphorylation des protéines que l'hydrolyse du GTP imposerait 
normalement à c-Ras est donc fortement réduite dans v-Ras, ce qui 
entraîne la transformation cellulaire. 


4. Plusieurs oncogènes rétroviraux, dont v-jun et v-fos, codent 
des protéines nucléaires dont les analogues cellulaires normaux 
sont synthétisés en réponse à des facteurs de croissance tels que 
EGF et PDGF, lesquels sont des signaux mitogènes. Beaucoup de 
ces protéines, dont les produits des gènes v-jun et v-fos, se lient à 
l'ADN, ce qui suggère fortement qu'ils influencent sa transcription 
ct/ou sa réplication. De fait, v-jun est homologue à 80 % du proto- 
oncogène (analogue cellulaire normal d'un oncogène) c-jun, qui 
code le facteur de transcription Jun (celui-ci forme avec Fos un 
hétérodimère appelé AP-1; Section 19-3D), Fos est le produit du 
proto-oncogène c-fos et son association étroite avec Jun facilite 
beaucoup la capacité de API à stimuler la transcription des gènes 
sous le contrôle de Jun. 


Les produits d'oncogènes semblent donc être des composantes 
altérées, par modifications fonctionnelles ou expression inappro- 
priée, du réseau de contrôle élaboré qui régule la croissance et la 
différenciation cellulaires. La complexité de ces réseaux (les cel- 
lulece rénnndent nénéralament à nn éventail da facteure de crie. 
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sance, d'hormones et de facteurs de transcription empruntant des 
voies qui se chevauchent partiellement) explique probablement 
pourquoi la transformation maligne nécessite plusieurs événe- 
ments cancérigènes indépendants. Noter cependant que peu de 
cancers humains sont induits par des virus: pratiquement tous 
résultent de modifications génétiques impliquant des proto-onco- 
gènes. Celles-ci seront étudiées dans la Section 34-3C. 


C. Relais du signal : modules de liaison, 
adaptateurs, GEF et GAP 


De nombreux RTK autophosphorylés peuvent phosphoryler direc- 
tement leurs protéines cibles. Curieusement, ils ne le font cepen- 
dant pas tous. Dans ce cas, comment activent-ils leurs protéines 
cibles ? Comme nous le verrons, ils le font par le biais d'un réseau 
compliqué de voies de signalisation interconnectées qui impliquent 
des cascades de protéines associées. 


a. Les systèmes de double hybride permettent d'identifier 

des protéines qui interagissent in vivo 

Avant de parler des protéines qui, par leurs interactions, parti- 
cipent à la transduction de signal par RTK, il convient d'expliquer 
une des méthodes les plus populaires pour détecter leurs associa- 
tion in vivo, le système de double hybride. Cette ingénieuse tech- 
nique expérimentale, due à Stanley Fields, est fondée sur le carac- 
tère bipartite de nombreux facteurs de transcription (protéines qui 
se lient aux promoteurs et autres régions du contrôle des gènes 
d'eucaryotes, de manière à modifier la vitesse à laquelle l'ARN 
polymérase déclenche la transcription de ces gènes: Section 5- 
4A). Ces facteurs de transcription, comme nous l'étudierons dans 


O0 


Plasmide 1 


Plasmide 2 


la Section 34-3B, possèdent un domaine de liaison à l'ADN 
(DBD) qui dirige le facteur de transcription sur une séquence par- 
ticulière d'ADN, et un domaine d'activation (AD) qui amène 
l'ARN polymérase à déclencher la transcription à partir d'un site 
d'initiation voisin. Ces deux domaines fonctionnent indépendam- 
ment. Ainsi, une proéine hybride faite, par génie génétique, du 
DBD d'un facteur de transcription et de l’AD d'un autre, stimulera 
la transcription du gène cible du DBD. De plus, que le DBD soit 
du côté N-terminal ou C-terminal de l'AD importe peu, et ce indé- 
pendamment de leur disposition dans la protéine dont ils sont 
issus. De toute évidence, il suffit que le DBD et l’AD soient asso- 
ciés pour qu'ils agissent comme facteur de transcription du (des) 
gène(s) cible(s) du DBD. 

Le système de double hybride utilise deux plasmides différents 
chez la levure (Fig. 19-30), Un plasmide code une protéine hybride 
constituée d'un DBD fusionné à une protéine appelée « appât » ou 
sonde; l'autre code une protéine hybride constituée d'un AD 
fusionné à une protéine appelée « proie » ou cible. La cible du 
DBD est un gène indicateur (« rapporteur » en franglais), introduit 
dans le chromosome de levure, tel que le gène lacZ de E. coli, qui 
code l'enzyme f-galactosidase. Dans des boîtes de culture conte- 
nant X-gal (substance incolore qui devient bleue lorsque hydroly- 
sée par la B-galactosidase : Section 5-5C), les colonies de levure 
exprimant la B-galactosidase deviennent bleues, indiquant que les 
protéines qui codent l'appât et la proie s'associent. Cette technique 
permet de cribler des cellules pour des protéines «proies » qui 
interagissent spécifiquement avec une protéine « appât » détermi- 
née, moyennant insertion des ADNc (Section 5-5F) dérivés des 
cellules dans le plasmide contenant l'AD. On peut alors identifier 
la protéine « proie » en séquençant son ADNc. 


FIGURE 19-30 Le système de double hybride. 
On utilise deux plasmides exprimés chez la 
levure : l'un code une protéine hybride consti- 
tuée du domaine de linison à l'ADN (DBD) d'un 
facteur de transcription fusionné à une protéine 
« appit », l'autre code le domaine d'activation 
(AD) d'un facteur de transcription fusionné à 
une protéine « proie ». Le DBD se lie spécifique- 
ment au promoteur d'un gène indicateur, ici 
lacZ. Si la protéine « proie » s'associe à la pro- 
téine « appôt », l'AD provoque l'initiation de la 
transcription du gène indicateur par l'ARN poly- 
mérase. La f-galactosidase codée par le gène 
lacZ est facilement détectée avec X-gal, qui 
devient bleu après hydrolyse par la B-galactosi- 
dase, Les colonies de levure qui expriment des 
protéines « proie » et « appât » ne pouvant inter- 
agir restent incolores, de même que celles qui 


initiation de la 
transcription 


b. Les domaines SH2 sont des intermédiaires de la 
transduction du signal 

Revenons à présent à notre étude de la signalisation par 
RTK. Beaucoup (>100) des diverses protéines cytoplasmiques qui 
se fixent sur les récepteurs autophosphorylés, par exemple la PTK 
cytoplasmique c-Src (simplement appelée dorénavant Src), cer- 
taines protéines d'activation des GTPases (GAP), et la phospholi- 
pase C. (Section 19-4B), contiennent un ou deux modules conser- 
vés, d'environ 100 résidus, connus sous le nom de domaine 2 
homologue de Sre (SH2 pour « Src homology 2 », ainsi nommés 
car ils ont été mis en évidence pour la première fois dans des tyro- 
sine-kinases apparentées à Src ; SH1 désigne leur domaine cataly- 
tique). Les domaines SH2 se fixent de manière spécifique et avec 
une affinité élevée sur des résidus de tyrosine phosphorylés dans 
leurs peptides cibles ; ils ne se fixent que faiblement ou pas du tout 
sur leurs leurs peptides cibles non phosphorylés. La plupart des 
résidus de tyrosine phosphorylés auxquels se fixe SH2 sont situés 
dans l'insert kinase juxtamembranaire (juste après l'hélice trans- 
membranaire) et dans la région C-terminale des RTK ; ceux qui 
sont situés dans la boucle d'activation ont pour fonction principale 
de stimuler l'activité PTK. De fait, l'autophosphorylation des RTK 
se fait en deux phases : phosphorylation de la boucle d'activation 
du RTK, puis phosphorylation, par la PTK ainsi activée, des autres 
sites de la sous-unité opposée du RTK. 

Les structures, par rayons X et par RMN, des domaines SH2 
de plusieurs protéines, isolées ou en complexe avec des polypep- 
tides contenant des tyrosines phosphorylées (pY), ont pu être 
déterminées. SH2 a une structure hémisphérique, qui contient dans 
son centre un feuillet B antiparallèle à cinq segments et qui est pris 
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FIGURE 19-31 Structure par rayons X du domaine SH2 (104 rési- 
dus) de la protéine Sre complexé à un peptide de 11 résidus (EPQ- 
PYEEIPYL), qui contient le tétrapeptide cible pYEEI de ln pro- 
téine, (a) Vue en coupe du complexe, dans lequel la surface accessible 
au solvant est représentée en pointillés rouges, La protéine (en rose) 
est en structure en ruban avec les chaînes latérales en bâtonnets et 
l'octapeptide N-terminal du polypeptide lié représenté en structure 
compacte avec son squelette en jaune, ses chaînes latérales en vert et 
son groupement phosphate en blanc {lu chaîne latérale de la proline N- 
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en sandwich entre deux hélices & quasi parallèles voisines. Les 
résidus N- et C-terminaux du SH2 sont proches et localisés du côté 
opposé au site de fixation du peptide, suggérant que ce domaine 
peut s'insérer entre deux résidus quelconques à la surface d'une 
protéine, sans perturber son repliement ni sa fonction, De fait, ce 
domaine n'est pas situé dans une séquence particulière de la pro- 
téine, à en juger par la comparaison des séquences de plusieurs 
protéines à domaine SH2. 

John Kuriyan a déterminé, par rayons X, la structure du 
domaine SH2 de Src en complexe avec un polypeptide de onze 
résidus contenant la séquence pYEEI, tétrapeptide qui se fixe sur 
ce domaine SH2 avec une affinité élevée. Le peptide de onze rési- 
dus se fixe sur la domaine SH2 selon une conformation en exten- 
sion, les contacts intéressant principalement le tétrapeptide pYEEI 
(Fig. 19-31u), La chaîne latérale de la phosphotyrosine s'insère 
dans une petite crevasse formée en partie par trois résidus haute- 
ment conservés, chargés positivement, où l'on trouve une Arg 
conservée dont la chaîne latérale contacte le groupement phos- 
phate. La chaîne latérale de Ile est de même insérée dans une 
poche hydrophobe voisine et le tétrapeptide entier interagit très 
fortement avec SH2, bien que les chaînes latérales des deux Glu 
centraux ne se projettent pas en direction du SH2. Ainsi, le peptide 
ressemble à une prise électrique mâle à deux broches qui est insé- 
rée sur le SH2 dans une prise femelle à deux trous (Fig. 19-31h). 
La comparaison de cette structure avec celle du domaine SH2 de 
Src non complexé montre que, lors de la fixation du peptide, SH2 
ne subit que de légers changements conformationnels localisés au 
niveau du site de fixation du peptide. Ces structures expliquent de 
façon simple pourquoi SH2 ne fixe pas les peptides contenant des 
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terminale (à gauche) est fortement masquée sous cet angle et les trois 
résidus C-terminaux sont en désordre]. (h) Surface moléculaire de la 
protéine seule, vue du côté du site de fixation du pepude et colorée 
selon son potentiel électrostatique local, les régions les plus positives 
étant en bleu foncé et les plus négatives en rouge foncé, Les poches 
de fixation des chaines latérales de phosphoTyr (à droite) et d'Ile (à 
gauche) sont cerclées de jaune et les résidus importants sont indiqués 
par des flèches rouges. [Avec la permission de John Kuriyan, The Roc- 
kefeller University.]| 
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Ser et des Thr phosphorylées et qui sont bien plus nombreux : les 
chaines latérales de ces deux acides aminés sont beaucoup trop 
courtes pour que leur groupement phosphate puisse interagir avec 
la chaîne latérale de l'Arg conservée au fond de la poche de fixa- 
tion de la phosphotyrosine. 


c. Les domaines PTB fixent également des peptides 
contenant une phosphotyrosine 

Un second type de motif fixe spécifiquement des peptides 
contenant une phosphotyrosine, Il s'agit du domaine de liaison 
des phosphotyrosines (PTB). Les domaines PTB se fixent spéci- 
fiquement sur la séquence consensus NPXpY (où X est un résidu 
quelconque) et reconnaissent donc la séquence du côté N-terminal 
de pY plutôt que de son côté C-terminal comme le font les 
domaines SH2. 

La structure par RMN du domaine PTB de She, protéine adap- 
tatrice (voir ci-dessous) de 195 résidus, en complexe avec un pep- 
tide cible de 12 résidus contenant la séquence centrale NPQpY, a 
été déterminée par Stephen Fesik. La structure est constituée d'un 
sandwich f comprenant deux feuillets B antiparallèles quasi per- 
pendiculaires flanqués de trois hélices & (Fig, 19-32). Le segment 
N-terminal du phosphopeptide cible adopte une conformation en 
extension qui forme un segment f antiparallèle supplémentaire 
dans l’un des feuillets B. Le segment NPQpY forme un tournant B 
dans lequel le groupement phosphate contacte une chaîne latérale 
d'Arg que des études de mutagenèse révèlent comme essentielle à 
la fixation du peptide cible. 


FIGURE 19-32 Structure par RMN du domaine PTB de She com- 
plexé à un polypeptide de 12 résidus (HIIENPOQpYFSDA) issu du site 
de fixation de She présent dans le récepteur du facteur de croissance 
des nerfs (NGF). Le domaine PTB est coloré selon sa structure secon- 
daire thélices en rouge, segments f} en doré, spire en bleu clair), comme 
l'est aussi le peptide cible (segments fj en magenta, spire en blanc). La 
chaine latérale de la phosphoTyr (pY) du peptide cible et celle d'Arg 67, 
avec laquelle elle interagit étroitement, sont représentées en boules et 
bätonnets avec C en vent, N en bleu, O en rouge et P en jaune. Noter que 
la chaîne latérale de pY se projette à partir d'un tournant B du ligand 
peptdique, [D'après une structure par RMN due à Stephen Fesik, Abbott 


d. Les domaines SH3 fixent des peptides riches en proline 

Beaucoup de RTK à domaine SH2 possèdent également un 
ou plusieurs domaines SH3, de 50 à 75 résidus. De plus, on 
trouve des SH3 dans plusieurs protéines associées aux mem- 
branes et qui ne possèdent pas de SH2. Le domaine SH3, qui 
n'est pas apparenté à SH2, interagit avec des séquences de neuf 
à dix résidus contenant le motif Pro-X-X-Pro, les résidus voisins 
de ce motif ciblant ces séquences sur le domaine SH3, La fonc- 
tion physiologique de SH3 est moins évidente que celle de SH2, 
car SH3 se trouve dans une grande variété de protéines, y com- 
pris des tyrosine-kinases (récepteurs ou non), des protéines adap- 
tatrices telles que Grb2 (voir ci-dessous) et des protéines struc- 
turales comme La spectrine ct la myosine, Cependant 
l'observation selon laquelle la délétion des séquences codant le 
domaine SH3 transforme les proto-oncogènes Src et Ab} (qui 
tous les deux codent des PTK) en oncogènes, suggère que SH, 
tout comme SH2 et PTB, a pour fonction de servir d'intermé- 
diaire pour des interactions entre kinases et protéines régula- 
trices. Ainsi SH2, PTB et SH3 ont-ils été appelés « velcro molé- 
culaire ». 

Les structures des domaines SH3 de plusieurs protéines, 
déterminées par rayons X et par RMN, indiquent que le domaine 
central est formé de deux feuillets B antiparallèles, à trois seg- 
ments, plaqués l'un sur l'autre, leurs segments étant presque per- 
pendiculaires. Comme pour SH2, la proximité des extrémités N- 
et C-terminales de SH3 suggère que ce domaine peut s'insérer 
entre deux résidus à la surface d’une autre protéine sans pertur- 
ber fortement sa structure. Andréa Musacchio et Matti Sareste 
ont déterminé la structure rayons X des domaines SH3 des tyro- 
sine-kinases Abl et Fyn en complexe avec deux décapeptides dif- 
férents riches en proline et ayant une forte affinité. Les deux 
décapeptides ont des conformations quasi identiques, leurs sept 
résidus C-terminaux formant une hélice de type polyproline II 
{Section 8-2B). Les peptides se fixent sur SH3 sur toute leur lon- 
gueur dans trois cavités géométriquement complémentaires (Fig. 
19-33), principalement occupées par les chaînes latérales des 
prolines. 


e. Autres modules de liaison 
Plusieurs autres modules de liaison sont impliqués dans la 
transduction du signal, Ils comprennent : 


L Le domaine WW (ainsi appelé car il contient deux résidus 
Trp très conservés), module d'environ 40 résidus qui se fixe sur 
des séquences riches en proline dans ses protéines cibles. 


2. Le domaine homologue de la pleckstrine (PH) (d'abord 
identifié dans la pleckstrine [pour «platelet and /eukocyte C 
kinase substrate protein]), module d'environ 120 résidus présent 
dans >100 protéines. Sa structure ressemble à celle du domaine 
PTB (Fig. 19-32), mais il se fixe sur les groupements de tête des 
phospho-inositides (Section 19-4). Il accroche ainsi à la face 
interne de la membrane plasmique les protéines auxquelles il se 
lie. Outre son rôle dans la signalisation intracellulaire, le domaine 
PH participe à l’organisation du cytosquelette, à la régulation du 
transport membranaire intracellulaire et aux modifications de 
lipides membranaires. Sa structure est étudiée dans la Section 19- 
4B. 

3. Le domaine PDZ (nommé d'après les trois protéines où il 


FIGURE 19-33 Structure par rayons X du domaine SH3 de la pro- 
téine Abl complexé à son décapeptide cible riche en proline 
(APTMPPPLPP). La protéine est représentée par son diagramme de sur- 
face et le peptide est représenté en structure éclatée (bâtonnets) avec C en 
blanc, N en bleu, O en rouge et S en vert. Les résidus en contact avec le 
polypeptide sont indiqués en utilisant leur code à une lettre, [Avec la per- 
mission d'Andréa Musacchio, European Molecular Biology Laboratory, 
Heidelberg, Allemagne.] 


100 résidus qui se fixe principalement au tripeptide C-terminal 
Ser/Thr-X-Val de ses protéines cibles. 


Beaucoup des protéines qui participent à la transduction du signal 
sont constituées de plusieurs unités modulaires que l'on trouve 
également dans plusieurs autres de ces protéines. Ces modules 
peuvent avoir une activité enzymatique (PTK, p. ex.) ou se lier à 
des motifs moléculaires particuliers, comme un résidu phosphoTyr 
au sein d'une séquence spécifique (comme c'est le cas des 
domaines SH2), ou à un autre module protéique (comme c'est le 
cas des domaines SH3). Il semble que l'évolution des protéines de 
signalisation s'est faite par redistribution de ces modules de sorte 
à aboutir à différentes combinaisons d'interactions et d'activités. 
De fait, nous verrons que la complexité du comportement de ces 
protéines de signalisation est une conséquence des interactions 
entre ces différents modules. 


f. Ras est activée par des RTK phosphorylés via un 

complexe Grb2-Sos 

c-Ras (ou simplement Ras), produit d'un proto-oncogène, est 
une protéine G monomérique ancrée dans la membrane (par pré- 
nylation), qui se situe au centre d'un système de signalisation 
intracellulaire. Ras régule des fonctions cellulaires essentielles 
telles que la prolifération et la différenciation via la phosphoryla- 
tion et donc l'activation de tout un spectre de protéines. Selon le 
schéma de signalisation décrit dans la Section 19-3D, la fixation 
d'un ligand sur les RTK active un facteur d'échange des nucléo- 
tides guanyliques (GEF ; Section 19-2C) afin d'échanger, pour un 
GTP, un GDP lié à Ras. Seul le complexe Ras * GTP est capable 


de relaver ensuite le sienal_ Cenendant. comme le font les sous- 
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unités @œ, homologues et de structure similaire, des protéines G 
hétérotrimériques, Ras finit par hydrolyser en GDP le GTP lié, 
stoppant ainsi toute transduction ultérieure et limitant l'amplitude 
du signal créé par la fixation du ligand sur le récepteur. De fait, la 
structure de Ras ressemble fort à celle des domaines GTPase des 
sous-unités G, des protéines G hétérotrimériques, y compris leurs 
domaines commutateurs 1 et Il (Fig. 19-17). Les cellules de mam- 
mifère expriment quatre Ras homologues : H-Ras, N-Ras, K-Ras 
4A et K-Ras 4B. 

Des analyses de la signalisation chez une variété d'organismes 
éloignés les uns des autres (en particulier l'homme, la souris, 
Xenopus, Drosophila et le ver nématode Caenorhabditis elegans) 
ont mis en évidence, en utilisant la génétique moléculaire, une voie 
remarquablement conservée dans laquelle es RTK canalisent le 
signal correspondant à la fixation du ligand jusqu'à Ras, lequel, à 
son tour, relaie le signal jusqu'à l'appareil de transcription du 
noyau via une cascade dites des MAP kinases (Section 19-3D), 
Néanmoins, la manière par laquelle les messages passent des RTK 
à Ras est demeurée énigmatique jusqu'à des recherches effectuées 
dans de nombreux laboratoires, qui ont permis de mettre en évi- 
dence les détails les plus importants. En particulier, ces études ont 
démontré que deux protéines qui avaient été précédemment carac- 
térisées, Grb2 et Sos, forment un complexe qui assure la liaison 
entre les RTK et Ras de sorte que le GDP lié à Ras soit remplacé 
par du GTP, ce qui conduit à une activation (elles agissent ainsi 
comme un GEF). 

La protéine de mammifère Grb2, un homologue de 217 résidus 
de drk chez Drosophila et de Sem-5 chez C. elegans est consituée 
presqu'entièrement d'un domaine SH2 flanqué de deux domaines 
SH3. La protéine Sos (produit de 1596 résidus du gène Son of 
Sevenless, ainsi appelée car Sos interagit avec le produit du gène 
Sevenless, un RTK qui régule le développement de la cellule photo- 
réceptrice R7 dans l'œil de la drosophile), nécessaire à la signalisa- 
tion transmise par Ras, contient un domaine central homologue des 
protéines de type Ras-GEF connues et une séquence C-terminale 
riche en proline, semblable à celle des motifs de fixation sur SH3. 
De plus, il a été montré que les homologues de Sos chez les mam- 
mifères (mSos) stimulent de manière spécifique l'échange des 
nucléotides guanyliques sur les protéines Ras de mammifère, Des 
techniques de western blotting (Section 6-4B) utilisant des anti- 
corps anti-Grb2 et anti-mSos indiquent que Grb2 se fixe sur le seg- 
ment C-terminal de mSos, sauf si une des prolines du domaine de 
fixation sur SH3 est remplacée par une leucine ou en présence de 
polypeptides de synthèse qui possèdent des séquences riches en 
proline. Des études analogues indiquent qu'en présence du facteur 
de croissance épidermique (EGF), le récepteur correspondant (un 
RTK ; Fig. 19-23 et 19-25b) se lie spécifiquement au complexe 
Grb2-mSos, interaction qui est bloquée en présence d'un phospho- 
peptide dont la séquence contient une des phosphotyrosines du 
récepteur de l'EGF, sous sa forme activée, De toute évidence, le 
domaine SH2 de Grb2 se fixe sur une séquence peptidique d'un 
récepteur RTK activé, contenant une phosphotyrosine, tandis que 
ses deux domaines SH3 se fixent à des séquences de Sos riches en 
proline. La fonction GEF de Sos est ainsi stimulée pour activer Ras. 


g. Grb2, Shc, et IRS sont des adaptateurs qui recrutent 
Sos pour l’amener dans le voisinage de Ras 
La structure de Grb2 par rayons X, due à Arnaud Ducruix, 
montre au'aucun de ses deux domaines SH3 ne contacte son 
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SH3-N 
SH3-C 


FIGURE 19-34 Structure par rayons X de Grb2. Son domaine SH2 
(vert) est uni à ses domaines SH3 voisins (hleuw-vert et orange) par des 
bras apparemment non structurés et donc flexibles de 4 résidus. [D'après 
une structure par rayons X due à Arnaud Ducruix, Université de Paris- 
Sud, Gif sur Yvette Cedex. France. PDBid IGRL] 


domaine SH2 (Fig, 19-34). Bien que ses deux domaines SH3 se 
touchent, leur surface d'interaction est relativement petite et est 
sans doute un artefact de cristallisation plutôt qu'une caractéris- 
tique structurale de Grb2 en solution. Il semble donc que les deux 
domaines SH3 de Grb2 soient reliés de manière lâche à son 
domaine SH2, Comment la liaison d'un tel adaptateur (un « bras » 
dépourvu d'activité enzymatique) aussi flexible à un RTK phos- 
phorylé peut-elle stimuler Sos à agir comme GEF de Ras ? Grb2 
et Sos sont fixés si étroitement l'un à l'autre qu'on peut les consi- 
dérer comme étant associés de façon permanente dans la cellule. 
Dès lors, quand Grb2 fixe son RTK cible phosphorylé, il recrute 
Sos vers la face interne de la membrane plasmique où, en raison 
de l'augmentation de sa concentration locale, Sos peut se lier plus 
facilement à Ras ancrée dans la membrane. 

Les protéines She sont également des adaptateurs qui relient à 
Ras des RTK activés, Les protéines Shc sont constituées d'un 
domaine PTB N-terminal (Fig. 19-32), d'une région effectrice cen- 
trale (CH1), et d'un domaine SH2 C-terminal qui se lie à certains 
RTK activés. Les protéines Shc sont également des cibles impor- 
tantes de plusieurs RTK qui les phosphorylent dans leur domaine 
CHI sur des séquences constituant ainsi des sites de liaison pour 
le domaine SH2 de Grb2. Des RTK activés peuvent donc se fixer 
sur Grb2 directement. ou indirectement via She, De plus, dans cer- 
tains cas, un complexe Shc—Grb2—Sos non associé à un RTK 
peut activer Ras. 

Le récepteur insulinique activé (autophosphorylé) n'interagit 
pas directement avec des protéines à domaine SH2. En fait, il 


famille de quatre protéines homologues IRS1-4 dont l'expression 
de chacune est histo-spécifique). Les protéines IRS ont toutes une 
région N-terminale de « ciblage » constituée d’un domaine PH qui 
localise l'IRS du côté interne de la membrane plasmique, suivie 
d'un domaine PTB qui fixe l'IRS à un résidu phosphoTyr d'un 
récepteur insulinique activé (Fig. 19-35), Celui-ci phosphoryle 
alors l'IRS sur un ou plus de ses 6 à 8 résidus Tyr, ce qui les 
convertit en sites de liaison pour SH2, lesquels assurent le cou- 
plage du système à des protéines à domaine SH2 (Section 19-4F). 
Les adaptateurs possédant plusieurs sites de liaison pour SH2, tels 
que les protéines IRS et Shc, sont également appelées protéines 
d'accostage, car elles fonctionnent comme des quais où abordent, 
en réponse à l'activation des RTK correspondants, nombre de 
molécules de signalisation différentes situées en aval. Ainsi, une 
protéine d'accostage augmente la complexité et la versatilité régu- 
latrice de sa voie de signalisation déclenchée par le RTK, tout en 
amplifiant le signal. 


h. Sos agit en ouvrant le site de liaison des nucléotides 

de Ras 

La structure par rayons X de Ras en complexe avec un segment 
(506 résidus) de Sos contenant son activité GEF, déterminée par 
Kuriyan, montre comment Sos conduit Ras à échanger pour du 
GTP le GDP qui lui est fortement fixé. Ce segment de Sos est 
constitué de deux domaines en hélice &, dont un seul, dit cataly- 
tique et situé du côté C-terminal, contacte Ras. Celle-ci épouse la 
partie centrale du domaine catalytique, dont la forme est celle d’un 
bol allongé (Fig. 19-36). Les parties de Ras qui interagissent avec 
le domaine catalytique comprennent ses deux domaines commuta- 
teurs 1 et Il ainsi que la boucle, dite boucle P, qui fixe les groupe- 
ments phosphate & et B du GDP et du GTP (comme l'affinité du 
GMP pour Ras est 10° fois plus faible que celle du GDP, c'est le 
phosphate 8 du GDP qui est principalement responsable de sa liai- 
son étroite à Ras). Cette interaction déplace le domaine commuta- 
teur À par rapport à sa position dans la structure par rayons X de 
Ras en complexe avec le GDPNP, analogue non hydrolysable du 
GTP: 
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"O—P—NH—P—0—P—CH: 0 
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Guanosine-5'-(f,y-imido)triphosphate 
(GDPNP) 


Le site de liaison des nucléotides à Ras est ainsi partiellement 
ouvert, une chaîne latérale d'une Leu de Sos s'introduisant dans le 
site de fixation du Mg? sur Ras, et une chaîne latérale d'un Glu 
de Sos s'introduisant dans le site de fixation du groupement phos- 
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FIGURE 19-35 Structure d'un substrat protéique du récepteur insu- 
linique, Un ÎRS contient un domaine PH et un domaine PTB à son extré- 
mité N-terminale suivis de mutliples sites de liaison, contenant des phos- 


Extrémité C-terminale 

FIGURE 19-36 Structure par rayons X du complexe entre Ras et ln 
région de Sos contenant l'activité GEF, Le domaine N-terminal de la 
région de Sos est en bleu, son domaine catalytique en vert, et Ras princi- 
palement en gris, avec ses domaines commutateurs 1 et Îl en orange et sa 
boucle P en rouge. Les régions conservées (les SCR) entre les GEF de la 
famille Ras sont en bleu-vent, [Avec la permission de John Kuriyan, The 
Rockefeller University.] 


phate en & du GTP/GDP. Cependant, cette interaction ne masque 
pratiquement pas les sites de liaison de la guanine et du ribose. 
Ceci explique comment l'interaction Sos-Ras est assez forte pour 
déplacer le GDP étroitement associé à Ras, mais trop faible pour 
empêcher le GTP (ou le GDP, dix fois moins abondant) de dépla- 
cer ensuite Sos de Ras. 

Les différentes familles de petites protéines G interagissent 
avec différentes classes de GEF, dont les domaines catalytiques ne 
partagent aucune similitude de séquence et dont les structures ne 
sont pas apparentées {p. ex. la rhodopsine (Fig. 19-15) est un GEF 


RAS-GDP-AIF, 


(a) 


FIGURE 19-37 Structure par rayons X du complexe GAP + 
Ras + GDP « AÏF,. (a) Diagramme en ruban dans lequel le domaine 

« supplémentaire » de GAP334 (qui n'entre pas en contact avec Ras) 
est en vert, son domaine catalytique est en rouge, les parties contactant 
Ras étant en brun clair, Ras est en jaune, et le GDP et l'AIF, qui lui 
sont fixés sont en modèle boules et bâtonnets, Sw 1 et Sw IT indiquent 
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de G,,]- Néanmoins, plusieurs de ces GEF partagent un même 
mécanisme général d'échange GDP-—GTP, ce qui suggère que ce 
mécanisme est apparu plusieurs fois par évolution convergente. 


i. La fonction des GAP est d'éteindre les signaux 
dépendant de Ras 

Ras hydrolyse le GTP qui lui est associé, avec une constante de 
vitesse de 0,02 min ‘! (alors qu'elle est de 2-3 min ‘! pour les sous- 
unités G,,), ce qui est trop lent pour une transduction efficace du 
signal, Ceci a conduit + la dÉcouveete d'une protËine activatrice 
de GTPase de 120 kD, RasGAP, qui en se liant à Ras + GTP accé- 
lère d'un facteur 10° la vitesse d'hydrolyse du GTP. L'importance 
physiologique de RasGAP comme régulateur de la transmission du 
signal par l'intermédiaire de Ras est démontrée par l'observation 
suivante, Les activités biologiques relatives de mutants de Ras sont 
en meilleure corrélation avec leur résistance à la régulation par 
RasGAP qu'avec leur activité GTPase intrinsèque. 

Le mécanisme par lequel RasGAP stimule l'activité GTPase de 
Ras a été élucidé grâce à la structure par rayons X, due à Alfred 
Wittinghofer, du domaine activateur de GTPase (334 résidus) de 
RasGAP (GAP334) lié à Ras en complexe avec le GDP et AIF, 
(Fig. 19-37a). GAP334, qui est constitué de deux domaines héli- 
coïdaux, interagit avec Ras sur une vaste surface qui comprend ses 


(b) 


rouge, et leurs chaînes importantes pour li catalyse, Arx 789 de 
GAP334 et Gin 61 de Ras, sont en modèle boules et hâtonnets avec C 
en gris, N en bleu et O en rouge, Le GDP et l'AIF, sont en bâtonnets 
en vert, la molécule d'eau nucléophile est représentée par une sphère 
rouge, un ion Mg lié est représenté par une sphère argentée, et les 
liaisons hydrogène sont représentées par de fines lignes grises, [Avec 
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domaines commutateurs 1 et II. L'AIF,, qui a une symétrie plane 
trigonale, se fixe à Ras aux positions attendues pour le phosphate 
en y du GTP, l'atome AI étant du côté opposé à une molécule d'eau 
liée qui est censée être l'agent nucléophile dans la réaction 


Domaine 
SH3 


Autres Autres effecteurs = €» 


effecteurs 


GTPase. Puisque les liaisons AI—F et P—0O ont des longueurs 
semblables et que les réactions de transfert de groupement phos- 
phoryle impliquent un état de transition trigonal bipyramidal (Fig. 
16-6b), l'édifice GDP—AIF;—H,0 ressemblerait à l'état de tran- 
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FIGURE 19-38 La cascade des MAP kinases activée par Ras. Cette 
cascade de signalisation commence par la fixation d'un facteur de 
croissance donné sur son RTK, ce qui entraine l'autophosphorylation 
du domaine cytosolique de ce RTK. Par l'intermédiaire de son 
domaine SH2, Grb2/Sem-5 se fixe sur le segment peptidique ainsi 
phosphorylé sur Tyr et, en même temps, se fixe aux segments riches 
en Pro de Sos, par l'intermédiaire de ses deux domaines SH3, Sos se 
trouve activé en facteur de libération des nucléotides guanyliques 


Ù 


à 


active Ras à se lier à Raf. Ensuite Raf, une kinase à Ser/Thr, phospho- 
ryle MEK, qui, à son tour, phosphoryle MAPK laquelle migre alors 
dans le noyau où elle phosphoryle des facteurs de transcription tels 
que Fos, Jun et Myc, ce qui module l'expression de gènes. Cette cas- 
cade des MAP kinases retourne finalement à son état de départ sous 
l'action de phosphoprotéine-phosphatases (Section 19-3F), après qu'une 
protéine d'activation de GTPase (GAP) ait désactivé Ras en stimulant 
l'hydrolyse du GTP lié, en GDP. [D'après Egan, S.E. and Weinberg, 


sition de la réaction GTPase, AIF; mimant le groupement plan 
PO,. Noter que Ras + GDP par elle-même ne fixe pas AIF.. 
Lorsque GAP334 se lie à Ras, la boucle «en doigt» expo- 
sée de GAP334 s'insère dans le site actif de Ras de sorte que la 
chaîne latérale de l'Arg 789 du doigt interagit avec le 
en B du GDP lié à Ras et avec l’AIF, (Fig. 19-37b), Dans Ras 
+ GTP, cette chaîne latérale de l'Arg serait parfaitement disposée 
pour stabiliser la charge négative apparaissant au cours de l'état 
de transition de la réaction GTPase. De fait, les sous-unités G,, 
beaucoup plus efficaces au plan catalytique, contiennent un 
résidu Arg (Arg 178 dans G,,) dont le groupement guanidium 
occupe une position quasi identique (dans G,,, c'est la chaîne 
latérale de l'Arg qui est ADP-ribosylée par la toxine du choléra ; 
Section 19-2C). L'O du carbonyle de la chaîne principale d'Arg 
789 établit une liaison hydrogène avec le N de la chaîne latérale 
de Gin 61 de Ras, résidu important pour la catalyse, L'O de cette 
chaîne latérale est dès lors en position pour réaliser une liaison 
hydrogène avec la molécule d'eau nucléophile, tandis que son 
groupement NH, interagit avec un atome F de AIF, (Fig. 19- 
37b), une disposition qui vraisemblablement stabilise l'état de 
transition de la réaction GTPase, 


j. Les mutants oncogéniques de Ras sont insensibles à 

GAP 

Les mutations de Gly 12 et Gin 61 de Ras sont ses plus fré- 
quentes mutations oncogéniques (on trouve une forme oncogé- 
nique de Ras dans environ 30 % des cancers humains). Ces muta- 
tions empêchent RasGAP de stimuler Ras à hydrolyser le GTP 
qui lui est lié, ce qui bloque Ras dans sa conformation active. 
La structure par rayons X ci-dessus révèle pourquoi ces mutants 
sont insensibles à GAP. Gly 12 est si proche de la boucle en 
doigt que même le plus petit changement de résidu possible (en 
Ala) constituerait une interférence stérique avec la géométrie de 
l'état de transition, par collisions avec la chaîne principale d'Arg 
789 (de RasGAP) et avec le NH, de la chaîne latérale de Gin 
61. Les mutants en Gly 12 de Ras fixent le GTP avec une affñ- 
nité quasi normale. Ceci suggère que des résidus à plus grosse 
chaîne latérale que Gly pourraient être tolérés en position 12 de 
Ras dans le complexe michaelien Ras-RasGAP, mais pas dans 
l'état de transition. L'implication apparente de Gin 61 dans la 
stabilisation de cet état confirme que ce résidu joue un rôle 
essentiel dans la catalyse. 


D. Cascades de signalisation par les MAP kinases 


La voie de signalisation en aval de Ras est constituée d'une cas- 
cade linéaire de Ser/Thr-kinases, la cascade des MAP kinases 
(Fig. 19-38). Plusieurs des protéines qui participent à de telles 
cascades sont les produits de proto-oncogènes : 


L. Raf, Ser/Thr-kinase, est activée par interaction directe 
avec Ras + GTP (bien que d'autres voies de signalisation puis- 
sent activer Raf en la phosphorylant sur de nombreux résidus Ser 
et Thr; voir ci-dessous). La structure par rayons X de l'homo- 
logue de Ras RaplA complexé au GDPNP et au domaine de 
Raf qui se lie à Ras (RafRBD), déterminée par Wittinghofer, 
montre que les deux protéines s'associent principalement par 
extension mutuelle de leurs feuillets B antiparallèles à travers une 
intarfars pcenntiallemaent nnlaio (Eio 10.20) Rien ane Pac (TD 
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RapliA 


RafRBD 


FIGURE 19-39 Structure par rayons X du complexe entre le 
domaine de Raf qui fixe Ras (RafRBD ; orange) et RaplA + GDPNP 
(bleu clair). Les domaines commutateurs 1 et II de RaplA sont en 
magenta et vert Clair, et le GDPNP qui lui est fixé est en modèle compact 
avec C en vent, N en bleu, O en rouge et P en jaune. Les structures de 
RaplA + GDPNP et Ras + GDPNP sont quasi identiques. [Basé sur une 
structure par rayons X due à Alfred Wittinghofer, Max-Planck-Institut für 
Molekulare Physiologie, Dortmund, Allemagne. PDBid IGUA.] 


ait une affinité pour Raf 1300 fois plus grande que Ras + GDP, 
cette structure ne montre pas comment l'hydrolyse du GTP par 
Ras affecte l'interface Ras-Raf. Il est très possible que la modi- 
fication conformationnelle du domaine commutateur 1 de Ras 
perturbe cette interface au point de provoquer la dissociation des 
deux protéines. 

2. La protéine Raf activée phosphoryle une protéine connue 
sous le nom de MEK ou MAP kinase kinase (MKK) sur des rési- 
dus Ser et Thr spécifiques, l'activant en Ser/Thr-kinase [Raf est 
ainsi une MAP kinase kinase kinase (MKKK)]. 

3. La protéine MEK activée phosphoryle une famille de pro- 
téines nommées « mitogen-activated protein » (MAP) kinases 
(MAP kinases où MAPK) où «extracellular-signal-regulated 
kinases » (ERK). L'activation plus que marginale d'une MAPK 
nécessite sa phosphorylation à la fois sur la thréonine et la tyrosine 
d'une séquence Thr-X-Tvr. La MEK (pour « MAP kinase/ERK- 
activating kinase ») catalyse les deux phosphorylations et a ainsi 
une spécificité double pour Ser/Thr et pour Tyr. La structure par 
rayons X de la MAP kinase ERK2 non phosphorylée, déterminée 
par Elizabeth Goldsmith, révèle qu'elle ressemble à d'autres pro- 
téine-kinases de structure connue et que son résidu Tyr phospho- 
rylable bloque, sous sa forme non phosphorylée, le site de fixation 
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4. Les MAPK activées phosphorylent un grand nombre de pro- 
téines cytoplasmiques ou associées à des membranes, y compris 
Sos et l'EGFR, sur des motifs Ser/Thr-Pro, De plus, les MAPK 
migrent du cytosol vers le noyau où elles phosphorylent une 
variété de facteurs de transcription tels que Jun/AP-1, Fos, et Myc. 
Une fois activés, ceux-ci induisent la transcription de leurs gènes 
cibles (Section 34-4C)-pour produire les effets attendus suite à la 
présence extracellulaire du facteur de croissance protéique qui a 
déclenché la cascade de signalisation. 


Les cascades de MAP kinases peuvent être activées autrement que 
par l'intermédiaire de RTK auxquels sont fixés leurs ligands. Par 
exemple, Raf peut aussi être activée par phosphorylation de ses Ser 
et Thr par la protéine kinase C, elle-même activée par le système 
des phospho-inositides décrit dans la Section 19-4. Sinon, Ras peut 
être activée par les sous-unités de certaines protéines G hétérotri- 
mériques, Ainsi, la cascade des MAP kinases sert à intégrer diffé- 
rents signaux extracellulaires. 


a. La disposition et la localisation des protéine-kinases 
dépend de protéines d'assemblage et de protéines 
d'ancrage 
Les cellules d'eucaryotes possèdent de nombreuses cascades 

de signalisation différentes par MAPK, chacune constituée d'un 
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FIGURE 19-40 Cascades des MAP kinases dans les cellules de mam- 
mifère, Chacune de ces cascades comporte une MKKK, une MKK et une 
MAP%K. Divers stimuli extérieurs peuvent chacun activer une où plusieurs 
MKKK, lesquelles peuvent activer ensuite une ou plusieurs 

MKK, Cependam, les MKK sont asez spécifiques de leur MAPK cible. 


jeu particulier de kinases qui, chez les mammifères, comprennent 
au moins 14 MKKK, 7 MKK et 12 MAPK (Fig. 19-40). Bien que 
chaque MAPK soit activée par une MKK spécifique, une MKK 
donnée peut être activée par plus d'une MKKK. De plus, un type 
de récepteur donné peut activer plusieurs voies de signalisation. 
Dès lors, comment une cellule peut-elle empêcher un «dialogue » 
inapproprié entre ces voies ? Un mécanisme est le recours à des 
protéines d'assemblage, qui fixent une ou plusieurs protéine- 
kinase(s) d'une cascade donnée de sorte que les protéine-kinases 
d'une voie déterminée n'interagissent qu'entre elles. Par ailleurs, 
une protéine d'assemblage peut contrôler la localisation subcellu- 
laire des kinases qu'elle solidarise. 

La première protéine d'assemblage fut découverte par l'ana- 
lyse génétique d'une cascade MAP kinase chez la levure. Cette 
protéine, SteSp, fixe les constituants MKKK, MKK et MAPK de 
la voie et, in vivo, celle-ci est inactive en absence de la protéine 
d'assemblage. Il est clair que les interactions entre les kinases suc- 
cessives de cette cascade MAP kinase sont à elles seules insuffi- 
santes pour la transmission du signal. 

La protéine d'assemblage sans doute la mieux caractérisée 
chez les mammifères est JIP-1 (pour «/NK /nteracting Protein- 
1»). JIP-1 (Fig. 19-41a) fixe simultanément HPK1 (pour « Hema- 
topoietic Progenitor Xinase-1 »), un analogue de Ras et donc une 


c-Jun, ATF-2, Elk1, p53, MAPKAP kinase, ATF-2, 
DPCA4, NFAT4 Elk-1, Chop, Max, MEF2C 


l l 


Prolifération, différen- Production de cyto- 


ciation, survie, apoptose kines, apoptose 


fiques (p. ex. Elk-1, Etsi, p53, NFAT4, Max) ainsi que des kinases spé- 
cifiques (p. ex. p90"%, S6 kinase, MAPKAP kinase). Les facteurs de 
transcription et kinuses ainsi activés induisent alors des réponses cellu- 
laires comme la prolifération, la différenciation et l'apoptose (mort cells- 
laire programmée ; Section 34-4C). [D'après Garrington, T.P. and John- 
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FIGURE 19-41 Exemples de protéines d'assemblage qui modulent 
des cascades de MAP kinases de mammifère. (a) JIP-1 sert de support 
à toutes les protéines qui constituent la cascade de MAP kinases dans 
laquelle HPK1 phosphoryle MKL3 ou DLK (des MKKK), qui à leur tour 
phosphoryle MKK7, laquelle phosphoryle INK (une MAPK). (b) 
MEKKI (une MKKK) est la kinase de MKK4 et se lie aussi à INK, la 
MAP%K cible de MKK4. [D'après Garrington, T.P. and Johnson, G.L., 
Curr. Opin. Cell Biol. 14, 213, (1999).] 


MKKK kinase (MKKKK) ; les MKKK MLK3 et DL3: MKK7; 
et la MAPK JNK (pour «Jun N-terminal Kinase »). MEKKI est 
un type un peu différent de protéine d'assemblage (Fig. 19-41b); 
cette MKKK fonctionnelle fixe son substrat MKK4 ainsi que le 
substrat de cette dernière, JNK. 

Les protéine-kinases à Ser/Thr peuvent de même être accro- 
chées à leur site d'action par des protéines d'ancrage. Par 
exemple, la PKA, qui participe à de nombreuses voies de signali- 
sation parallèles, y compris celle qui régule le métabolisme du gly- 
cogène (Section 18-3), s'associe à plusieurs protéines d'ancrage 
de la PKA (AKAP) non apparentées. Les différentes AKAP, qui 
toutes se lient aux sous-unités régulatrices (R) de la PKA, adres- 
sent celle-ci vers différentes localisations subcellulaires (p. ex. vers 
des membranes vésiculaires ou plasmique ou vers des récepteurs 
particuliers). Les AKAP peuvent également se lier à d'autres pro- 
téines de signalisation (p. ex. PP1, la protéine-phosphatase qui 
enlève les groupements phosphate ajoutés par la PKA : Section 18- 
3C). 


b. Le facteur létal de l’anthrax scinde spécifiquement des 

MAPKK 

L'anthrax, maladie infectieuse causée par la bactérie Bacillus 
anthracis, atteint principalement les herbivores tels que bovins, 
ovins et caprins. Cependant, il se transmet parfois à l’homme 
(mais pas entre personnes), auquel cas il est souvent mortel par 
choc septique (Section 19-1L) s'il n’est pas traité. Les spores de 
l'anthrax sont des armes de guerre biologique efficaces car leur 
inhalation provoque l’anthrax pulmonaire, forme quasi toujours 
fatale, En effet, lors de l'apparition des symptômes, les bactéries 


ont alore détà lihéré tellement de toxine aue le traitement antihio- 
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tique, même s'il élimine la bactérie, ne peut plus empêcher l'évo- 
lution de la maladie. 

La toxine de l’anthrax est constituée de trois protéines qui 
agissent de concert : l'antigène protecteur (PA), le facteur létal 
(LF) et le facteur oedémateux (EF). PA. qui doit son nom à 
son usage comme vaccin, est une protéine de 735 résidus à 4 
domaines qui se lie à son récepteur de surface de la cellule hôte 
(protéine qui ne traverse qu'une fois la membrane) via son 
domaine C-terminal. Quasi tout le domaine N-terminal de PA est 
alors scindé et éliminé par une protéase de la surface cellulaire, 
après quoi les parties restantes de PA liées à la membrane for- 
ment des heptamères cycliques qui rappellent les pentamères 
cycliques formés par la toxine du choléra (Fig. 19-20). Le PA 
heptamérique fixe alors LF et/ou EF par leurs domaines homo- 
logues N-terminaux et assure leur captage dans la cellule par 
endocytose, De fait, l'administration intraveineuse des seuls PA 
et LF tue rapidement l'animal, EF est une adénylate cyclase acti- 
vée par la calmoduline dont l'action perturbe l’homéostasie 
hydrique et qui est donc sans doute responsable de l’oedème 
(accumulation anormale de liquides intercellulaires) massif 
observé lors des infections cutanées par l'anthrax. 

LF est une protéase monomérique de 776 résidus dont on ne 
connaît qu'une cible cellulaire: elle scinde les membres de la 
famille des protéines MAPKK près de leur extrémité N-terminale 
de sorte à éliminer leurs séquences d'accostage pour les MAPK 
correspondantes situées en aval. Ainsi, LF désorganise les voies 
de transduction du signal auxquelles ces protéines participent. 
Cependant, l'infection par l'anthrax atteint principalement les 
macrophages, une sorte de globules blancs (les souris dont les 
macrophages ont été éliminés du sang résistent à l'anthrax). De 
faibles concentrations de LF, comme on rencontre aux stades 
précoces de l'infection, scindent MAPKK3, ce qui empêche les 
macrophages de libérer, mais pas de synthétiser, les médiateurs 
inflammatoires que sont le NO (Section 19-IL) et le facteur de 
nécrose des tumeurs-& (TNF-x; une cytokine dont les effets 
sont opposés de ceux de la plupart des facteurs de croissance 
protéiques et qui est le principal responsable de la cachexie 
observée lors des infections chroniques). Ceci a pour effet de 
réduire et/ou de retarder la réponse immunitaire. Au contraire, de 
hautes concentrations de LF, comme on rencontre aux stades tar- 
difs de l'infection, déclenchent la lyse des macrophages, avec 
libération brusque de NO et de TNF-@, ce qui explique sans 
doute le choc septique massif qui entraîne la mort, 


E. Récepteurs associés à une tyrosine-kinase 


Un grand nombre de récepteurs de surface ne sont pas membres 
des familles de récepteurs que nous venons de voir et ne répon- 
dent pas à la fixation d'agonistes par une autophosphorylation. 
Ils comprennent les récepteurs de l'hormone de croissance (Fig. 
19-9), des cytokines, des interférons (qui assurent la défense 
contre les infections virales ; Section 32-4A), et les récepteurs 
des cellules 7 [qui contrôlent la prolifération de cellules du 
système immunitaire appelées lymphocytes T (cellules 7): Sec- 
tion 35-2D]. La fixation du ligand à ces récepteurs associés à 
une tyrosine-kinase induit leur dimérisation (et dans certains 
cas, leur trimérisation), avec des types de sous-unités souvent 
différents et d'une manière qui active une tyrosine-kinase non- 
récenteur axcociée (INRTK) L'oreanisation des domaines des 
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FIGURE 19-42 Disposition des domaines des principales sous- 
familles de NRTK. Les extrémités N-terminales de ces polypeptides, 
représentés approximativement à l'échelle, sont à gauche et l'identité des 


principales sous-familles des NRTK est schématisée dans la 
Fig. 19-42. 


a. La structure de Src révèle son mécanisme auto- 
inhibiteur 

Beaucoup de ces NRTK qui sont activées par des récepteurs 
associés à des tyrosine-kinases sont membres de la famille des 
Sre, qui comprennent au moins neuf membres dont Src, Fyn et 
Lek. La plupart de ces protéines d'environ 500 résidus et qui sont 
ancrées dans la membrane (par myristoylation) contiennent des 
domaines SH2 et SH3 ainsi qu'un domaine PTK. Ainsi, une kinase 
de la famille des Src peut aussi être activée par association avec un 
RTK autophosphorylé. Bien que les kinases apparentées à Src 
soient chacune associées à des récepteurs différents, elles phos- 
phorylent des assortiments en partie superposables de protéines 
cibles. Ce réseau complexe d'interactions explique pourquoi des 
ligands différents activent souvent les mêmes voies de signalisa- 
tion. 

Comme le montre la Fig. 19-42, Src est constituée, de l'extré- 
mité N- à l'extrémité C-terminale, d'un domaine myristoylé N-ter- 
minal particulier différent pour chaque membre de la famille, d'un 
domaine SH3, d'un domaine SH2, d'un domaine PTK et d'une 
courte queue C-terminale, La phosphorylation de Tyr 416 dans la 
boucle d'activation de la PTK active Src, alors que la phosphory- 
lation de Tyr 527 dans sa queue C-terminale la désactive. /n vivo, 
Src est phosphorylée soit sur Tyr 416, soit sur Tyr 527, pas les 
deux à la fois. La déphosphorylation de Tyr 527 ou la liaison de 
ligands externes au domaine SH2 ou au domaine SH3 active Src, 
un état qui est ensuite maintenu par autophosphorylation de Tyr 
416. Lorsque Tyr 527 est phosphorylée et en absence de phospho- 
peptide activateur, les domaines SH2 et SH3 de Src désactivent son 
domaine PTK, autrement dit Src s'auto-inhibe. 

La structure par rayons X de Src : ADPNP sans son 
domaine N-terminal et avec sa Tyr 527 phosphorylée, détermi- 
née par Stephen Harrison et Michael Eck, révèle la base struc- 
turale de l'auto-inhibition de Src (Fig. 19-43), Comme l'avaient 
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domaines est donnée à la droite du schéma. [Avec la permission de Ste- 
van Hubbard, New York University School of Medicine.] 


FIGURE 19-43 Structure par rayons X de Sre - ADPNP sans son 
domaine N-terminal et où Tyr 527 est phosphorylée, Le domaine SH3 
est en orange et le domaine SH2 en magenta. Le bras qui relie le 
domaine SH2 au domaine PTK est en vert, avec son hélice polyproline [1 
de 5 résidus en doré, Le lobe N-terminal du domaine PTK est en rose, le 
lobe C-terminal est en bleu-vert avec sa boucle d'activation en bleu clair, 
et la queue C-1erminale est en rouge. L'ADPNP est représenté en modèle 
compact, et Ÿ 416 et pY 527 sont en boules et bâtonnets, avec C en vert, 
N en bleu, O en rouge et P en jaune. [Basé sur une structure par rayons 
X due à Stephen Harrison et Michael Eck, Harvard Medical School. 
PDBid 2SRC.] 


phoTyr 527, qui se trouve au sein de la séquence pYNPG plutôt 
que de la séquence pYEEI typique des peptides cibles de haute 
affinité pour le SH2 de Src. Bien que le segment pYNP se fixe 
au SH2 comme le fait le segment pYEE dans la Fig. 19-31b, 
les résidus qui suivent sont désorganisés dans la structure par 
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chaîne latérale de l'Ile de pYEEI est inoccupée, Apparemment, 
le segment peptidique contenant la phosphoTyr 527 se lie au 
domaine SH2 de Src avec une affinité réduite par rapport à ses 
peptides cibles. 

Le domaine SH3 se fixe au bras qui relie ce domaine au lobe 
N-terminal du domaine PTK. Les résidus 249 à 253 de ce bras for- 
ment une hélice Il polyproline qui se lie au domaine SH3 comme 
le font les petides cibles, riches en proline, des SH3 (Fig. 19-33). 
Cependant, la seule Pro de ce segment est le résidu 250. La chaîne 
latérale polaire de Gin 253, qui occupe la position de la seconde 
Pro dans la séquence cible normale des SH3, Pro-X-X-Pro, n'entre 
pas dans la poche de liaison qui serait occupée par 
cette seconde Pro (Fig. 19-33), d'où une déviation du peptide par 
rapport aux peptides cibles riches en proline, Apparemment, cette 
interaction est également plus faible que celle des peptides cibles 
avec le SH3 de Src. 

Les domaines SH2 et SH3 de Src se lient du côté opposé à 
celui du site actif du domaine PTK. Dans ce cas, comment la 
conformation montrée à la Fig. 19-43 peut-elle inhiber l'activité 
PTK ? Les deux lobes du domaine PTK de Src sont en grande par- 
tie superposables à ceux du domaine PTK de Lek (un membre de 
la famille Src) phosphorylée et donc activée, et à la sous-unité C 
de la PKA activée (Fig. 18-14), Cependant, l'hélice C de Src (la 
seule hélice du lobe N-terminal de la PTK) est déplacée de l'in- 
terface entre les lobes N- et C-terminaux par rapport aux hélices 
correspondantes dans Lck et PKA. L'hélice C contient le résidu 
conservé Glu 310 ( dans la numérotation de Src) qui, dans Lck et 
PKA activées, se projette dans la fente catalytique où il forme un 
pont salin avec Lys 295, ligand important des groupements phos- 
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FIGURE 19-44 Modèle schématique de l'activation de Src, Les expli- 
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phate en & et en B du substrat, l'ATP. Cependant, dans Sre inac- 
tive, Glu 310 forme un autre pont salin, ici avec Arg 385, tandis 
que Lys 295 interagit avec Asp 404. Dans Lck activée, Arg 385 
établit un pont salin avec PhosphoTyr 416. 

Les observations structurales qui précèdent suggèrent que Src 
s'active selon le scénario suivant (Fig. 19-44): 


1. La déphosphorylation de Tyr 527 et/ou la liaison des 
domaines SH2 et/ou SH3 à leurs peptides cibles (pour lesquels 
SH2 et SH3 ont une affinité plus élevée que pour leurs sites 
internes dans Src) libère ces domaines de leur liaison à la PTK 
montrée à la Fig. 19-43, ce qui relâche les contraintes conforma- 
tionnelles imposées au domaine PTK. Ceci permet l'ouverture de 
la fente du site actif de la PTK, ce qui désorganise la structure de 
la boucle d'activation partiellement hélicoïdale (laquelle occupe 
une position bloquante dans la fente du site actif; Fig. 19-43) de 
manière à exposer Tyr 416 à l'autophosphorylation. 

2. La phosphoTyr 416 résultante forme un pont salin avec 
Arg 385, ce qui exige, pour des raisons stériques, la réorganisa- 
tion structurale de la boucle d'activation dans sa conformation 
active, non bloquante. Il s'en suit une rupture du pont salin Glu 
310—Arg 385, permettant ainsi à l'hélice C d'adopter son orien- 
tation active qui, à son tour, permet à Glu 310 de former son 
pont salin, important pour la catalyse, avec Lys 295, ce qui active 
l'activité PTK de Src. 


Le mécanisme ci-dessus dépend, de manière peut-être inatten- 
due, de la rigidité du bras de 8 résidus qui unit les domaines SH2 
et SH3, Ainsi, si l'on remplace trois de ces résidus par Gly (dont 


sont comme dans la Fig. 43, [D'après Young, M.A., Gonfloni, F,, Superti- 
Puresa GG Roux MR and Kurivan 1 Cell 106 116 (00111 
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l'absence d'atome C, en fait le résidu le plus libre au plan confor- 
mationnel), Src n'est plus désactivée par la phosphorylation de Tyr 
527. Ceci est corroboré par des simulations de dynamique molé- 
culaire (Section 9-4) montrant que les mouvements thermiques des 
domaines SH2 et SH3 sont en étroite corrélation (ils se déplacent 
comme un seul bloc) lorsque Tyr 527 est phosphorylée mais que 
cette corrélation est perdue quand Tyr 527 est déphosphorylée ou 
quand Gly remplace les trois résidus du bras. 


b. La voie JAK-STAT relaie les signaux des cytokines 
Comme l'a montré James Darnell, le signal émis par la liai- 
son de certaines cytokines au récepteur co est trans- 
mis à l'intérieur de la cellule par la voie JAK-STAT, Les récep- 
teurs des cytokines forment des complexes avec des protéines 
d'une famille de NRTK, celle des Janus kinases (JAK), ainsi 
appelée car chacun de ses quatre membres (1150 résidus envi- 
ron) (JAKI, JAK2, JAK3 et Tyk2) possède deux domaines 
PTK (Janus est le dieu romain à deux visages des portes et des 
passages), bien que seul le domaine C-terminal soit fonctionnel 
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FIGURE 19-45 La voie JAK-STAT du relais intracellulaire de la 
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(Fig. 19-42). Les STAT (pour « Signal Transducers and Activa- 
tors of Transcription) comprennent une famille de sept protéines 
d'environ 800 résidus et sont les seuls facteurs de transcription 
connus dont les activités sont régulées par phosphorylation sur 
Tyr et qui possèdent un domaine SH2. 

La voie JAK-STAT fonctionne comme schématisé à la Fig. 19- 
45: 


1. La fixation du ligand provoque la dimérisation (parfois la 
trimérisation, voire la tétramérisation) du récepteur de cytokine. 

2. Ceci rapproche les deux JAK associées au récepteur, 
moyennant quoi elles se phosphorylent l’une l'autre et phosphory- 
lent les molécules de récepteur associées, ce qui rappelle l'auto- 
phosphorylation des RTK dimérisés (Section 19-3A). Noter que, 
contrairement à la plupart des NRTK, les JAK n'ont ni domaine 
SH2 ni domaine SH3. 

3. Les STAT se lient, via leur domaine SH2, au groupement 
phosphoTyr du récepteur activé correspondant et sont alors phospho- 
rylés, sur un résidu Tyr conservé, par la JAK qui leur est associée. 


Carpenter, L.R., Yancopoulos, G.D., and Stahl, N., Adv. Protein Chem. 
&9 100 110001 


L Apres leur dissocrahon du récepteur. les QTAT FE 25 
lés homo- ou hétérodimérisent par association de leur résidu phos- 
phoTyr au domaine SH2 de la sous-unité opposée. 

5. Les dimères STAT passent alors dans le noyau où, en tant 
que facteurs de transcription à présent fonctionnels, ils induisent 
l'expression de leurs gènes cibles, comme le font les facteurs de 
transcription phosphorylés par les MAPK (Fig. 19-38). 


c. Les PTK sont des cibles de médicaments anticancéreux 

La caractéristique de la leucémie myéloïde chronique 
(CML) est une translocation chromosomique spécifique (Section 
34-4C) qui forme ce qu'on appelle le chromosome de Phila- 
delphie où le gène Ab (qui code la NRTK Abl) est fusionné 
avec le gène Bcr (qui code la Ser/Thr protéine-kinase Ber). La 
partie Abl de la protéine de fusion Bcr-Abl est activée consti- 
tutivement (en continu, sans régulation), probablement suite à 
l'oligomérisation de la partie Ber. Les cellules souches hémato- 
poïétiques (dont descendent toutes les cellles sanguines) por- 
teuses du chromosome de Philadelphie sont donc susceptibles 
de donner lieu à une CML (la transformation cancéreuse sup- 
pose plusieurs modifications génétiques indépendantes ; Section 
19-3B). À moins d'une transplantation de moelle osseuse (opé- 
ration risquée qu'on ne peut proposer qu'à peu de patients faute 
de donneurs compatibles), la CML est toujours fatale dans les 
6 ans environ. 

On s'attendrait à ce qu'un inhibiteur d'Abl prévienne la proli- 
fération des cellules CML, ou même les tue. Cependant, un agent 
anti-CML efficace ne peut inhiber d'autres protéine-kinases, en 
raison des graves effets secondaires possibles. Des dérivés de la 2- 
phénylaminopyrimidine se lient à Ab] avec une affinité et une spé- 
cificité exceptionnelles. Un de ces dérivés, le gleevec (ou glivec ou 
STI-571), 
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mis au point par Brian Drucker et Nicholas Lyndon, entraîne la 
rémission des symptômes, pratiquement sans effets indésirables, 
chez 96% des patients souffrant de CML. Ce succès sans pré- 
cédent est en partie dû au fait que le gleevec est quasi inactif 
vis-à-vis d'autres PTK (sauf le récepteur du PDGF) et des 
Ser/Thr protéine-kinases. Il s'agit là du premier inhibiteur de 
protéine-kinase approuvé comme médicament par la FDA (l'ap- 
probation n'ayant pris que 3 ans, on ignore cependant si le glee- 
vec nrolnnce en fait la vie de ces natiente) 
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Abl ressemble à Sre (Fig. 19-42), mais ne possède pas le site 
de phosphorylation régulateur C-terminal de Sre (Fig, 19-43 et 19- 
44), La structure par rayons X du domaine PTK d'Abl complexé 
à une forme tronquée de gleevec, 
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déterminée par John Kuriyan (Fig. 19-46), montre, comme 
attendu, que la forme tronquée de gleevec se fixe au site de liaison 
de l'ATP sur Abl [le groupement pipérazinyl enlevé ici au gleevec 


FIGURE 19-46 Structure par rayons X du complexe entre le 
domaine PTK d'Abl et un dérivé tronqué du gleevec. La protéine est 
observée de la droite de la vue « standard » des protéine-kinases (p. ex. 
Fig. 19-26a et 19-43), avec son lobe N-terminal en rose, son lobe C-ter- 
minal en bleu-vert, et sa boucle d'activation en bleu clair, Le gleevec 
tronqué, qui occupe le site de fixation de l'ATP sur la PTK, est repré- 
senté en modèle compact, avec C en vert, N en bleu, et O en rouge. 
[Basé sur une structure par rayons X due à John Kuriyan, The Rockefel- 
toc Univercitu PDRiA 1EPII 1 
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n'influence pas sa spécificité pour sa cible, mais augmente sa solu- 
bilité et sa biodisponibilité (Section 15-4B) ; il se lie probablement 
dans un sillon accessible au solvant à l'arrière d’Abl]. Abl adopte 
ainsi une conformation inactive dans laquelle sa boucle d'activa- 
tion, qui n'est pas phosphorylée, mimerait la manière dont les sub- 
strats peptidiques se lient aux PTK (telles que le récepteur insuli- 
nique ; Fig. 19-26a); autrement dit, la boucle d'activation adopte 
une conformation auto-inhibitrice. Par conséquent, l'extrémité N- 
terminale de la boucle d'activation, où l'on trouve la séquence très 
conservée Asp-Phe-Gly (dont la chaîne latérale de Asp, dans la 
PTK active, fixe un ion Mg’* essentiel à la catalyse) prend une 
conformation très différente de celle observée dans la structure par 
rayons X de la forme inactive d'Abl ou Src (Fig. 19-43) car cette 
dernière empècherait la liaison du gleevec. Ceci suggère que 
d'autres inhibiteurs efficaces en clinique peuvent être mis au point 
en exploitant de subtiles différences de conformation entre les pro- 
téine-kinases. 


F. Protéine-phosphatases 


Comme nous l'avons déjà discuté (Section 19-2E), pour qu'un sys- 
tème de signalisation intracellulaire ne reste pas bloqué en position 
«ouverte », ses signaux doivent être rapidement éliminés une fois 
le message transmis. Pour les protéines porteuses de résidus phos- 
phoTyr ou phosphoSer/Thr, cette tâche est dévolue à des protéine- 
phosphatases dont environ 500 sont codées par le génome humain 
{contre environ 2000 protéine-kinases). 


a. Des protéines tyrosine-phosphatases interviennent 
également dans la transduction du signal 

Les enzymes qui déphosphorylent les résidus Tyr, les pro- 
téines tyrosine-phosphatases (PTP) (littéralement : phosphatases 
de protéines sur tyrosine), ne sont pas de simples enzymes 
«domestiques », mais bien des transducteurs de signaux. Décou- 
vertes par Nicholas Tonks, elles forment une grande famille de 
protéines différentes qui sont présentes chez tous les eucaryotes. 
Chaque PTP contient au moins un domaine phosphatase 
conservé, d'environ 240 résidus, et qui comporte une séquence 
de onze acides aminés (/V)HCXAGXGR(S/T)G, dite motif 
CX4R qui comprend les résidus Arg et Cys impliqués dans la 
catalyse, Celle-ci implique l'attaque nucléophile menée par le 
groupement thiolate de Cys sur l'atome P de phosphoTyr pour 
donner Tyr et une intermédiaire cystéinyl phosphate qui est 
ensuite hydrolysé. 

Les PTP ont été classées en trois groupes : (1) les PTP servant 
de récepteurs, (2) les PTP intracellulaires et (3) les PTP à double 
spécificité qui peuvent aussi déphosphoryler les résidus phospho- 
Ser/Thr. La composition des PTP servant de récepteurs ressemble 
à celle des RTK (Fig. 19-23); en allant de l'extrémité N- à C-ter- 
minale, on trouve un domaine extracellulaire constitué de modules 
répétés souvent multiples, également présents dans d'autres pro- 
téines, une unique hélice transmembranaire, et un domaine cyto- 
plasmique comportant un domaine PTP catalytiquement actif 
suivi, dans la plupart des cas, d'un second domaine PTP n'ayant 
que peu ou pas d'activité catalytique. Ces domaines PTP inactifs 
sont cependant hautement conservés, ce qui suggère une fonction 
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auxiliaires de fixation du substrat, D'après des études biochi- 
miques et structurales, la dimérisation des PTP servant de récep- 
teurs, induite par le ligand, réduit leur activité catalytique, sans 
doute par blocage du site actif. Les PTP intracellulaires ne possè- 
dent qu'un seul domaine PTP, flanqué de régions contenant des 
motifs, comme des domaines SH2, qui participent à des interac- 
tions protéine-protéine. Des études structurales montrent que les 
sites actifs des PTP servant de récepteurs et des PTP intracellu- 
laires sont trop profonds pour fixer les chaînes latérales phopho- 
Ser/Thr (nous avons vu que c'est aussi le cas des PTK et des 
domaines SH2 ; Sections 19-3A et 19-3C), Cependant, les poches 
des sites actifs des PTP à double spécificité sont suffisamment peu 
profondes pour fixer aussi bien les résidus phosphoTyr que phos- 
phoSer/Thr. 


b. SHP-2 est inactivée par fixation de son propre domaine 

SH2 N-terminal inoccupé 

La PTP cytoplasmique SHP:-2 (aussi appelée SH-PTP2), pré- 
sente dans toutes les cellules de mammifères, se lie aux PTK qui 
sont activées par une variété de ligands, comme les cytokines, les 
facteurs de croissance et les hormones. Cette protéine de 591 rési- 
dus est constituée de deux domaines SH2 en tandem, suivis d'un 
domaine PTP et d'une queue C-terminale de 66 résidus qui 
contient des sites de phosphorylation sur Tyr et un segment riche 
en proline pouvant fixer des protéines à domaine SH3 ou 
WW. L'activité PTP de SHP-2 augmente d'environ 10 fois lors de 
la liaison de peptides comportant un seul résidu phosphoTyr, et 
d'environ 100 fois s'ils comportent deux phosphoTyr et ce à 
concentration beaucoup plus basse en peptide. SHP-2 se lie via son 
domaine SH2 à des récepteurs pour des facteurs de croissance ou 
des cytokines et, lorsque sa queue C-terminale est phosphorylée, 
elle peut servir d’adaptateur pour recruter Grb2 de manière à acti- 
ver la voie des MAP kinases. 

La structure par rayons X de SHP-2 dépourvue de sa queue C- 
terminale (Fig. 19-47), déterminée par Eck et Steven Shoelson, 
montre que le domaine SH2 N-terminal (N-SH2) interagit large- 
ment avec le domaine PTP. Le N-SH2 inhibe l'activité PTP en 
insérant sa boucle D'E loin à l’intérieur de la crevasse catalytique 
(9 À de profondeur) de la PTP, où cette boucle interagit avec les 
résidus catalytiques Arg et Cys de la PTP et empêche la fermeture 
du site actif telle qu'on l'observe dans la structure par rayons X de 
la PTP complexée à un phosphopeptide, Au contraire, le domaine 
SH2 du côté C-terminal (C-SH2) n'a d'interface ni avec le N-SH2 
ni avec le domaine PTP. 

Les sites de liaison des phosphopeptides sur les deux 
domaines SH2 se trouvent loin du domaine PTP et sont donc 
complètement exposés à la surface de la protéine. Cependant, si 
l'on compare la structure du N-SH2 complexé à un phospho- 
peptide avec celle qu'il adopte au sein de la forme auto-inhibée 
de SHP-2 ci-dessus, on constate que, dans cette dernière, N-SH2 
prend une conformation incompatible avec la fixation d'une 
phosphoTyr. De tout évidence, les conformations de la surface 
de liaison pour PTP dans N-SH2 et du site de liaison des phos- 
phopeptides établissent une relation allostérique telle que les liai- 
sons de PTP et d’un phosphopeptide sont mutuellement exclu- 
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FIGURE 19-47 Structure par rayons X de la protéine tyrosine-phos- 
phatase SHP-2, Dans cette structure, son domaine N-SH2 est en doré 
avec sa boucle D'E en rouge, son domaine C-SH2 est en vert, et son 
domaine PTE est en bleu-vert, avec sa séquence signature de 11 résidus 
(le motif CX,R) en bleu, et la chaîne latérale de son résidu Cys essentiel 
à ln catalyse représenté en boules et bâtonnets avec C en vert et S en 
jaune. [Basé sur une structure par rayons X due à Michael Eck et Ste- 
phen Shoelson, Harvard Medical School. PDBid 2SHP.] 


PTP, bien qu'il contribue presque certainement à l'énergie et à 
la spécificité de liaison des phosphopeptides. 


©. La virulence de ln peste bubonique requiert une PTP 

Les bactéries ne possèdent point de PTK et ne synthétisent 
donc pas de résidus phosphoTyr. Cependant, on trouve des PTP 
chez les bactéries du genre Yersinia, notamment Yersinia pestis, 
l'agent pathogène de la peste bubonique (la « Mort Noire », trans- 
mise par les puces, dont on estime le nombre de victimes à 200 
millions depuis le sixième siècle, y compris environ un tiers de la 
population européenne entre 1347 et 1350). La PTP de Y. Pestis, 
YopH, qui est nécessaire au caractère virulent de la bactérie, est de 
loin plus active que les autres PTP connues. Ainsi, lorsque Yersi- 
nia injecte YopHi dans une cellule, les protéines de celle-ci conte- 
nant des phophoTyr sont déphosphorylées de manière catastro- 
phique. Bien que YopH ne présente qu'environ 15 % d'identité de 
séquence avec les PTP de mammifère, elle possède tous leurs rési- 
dus conservés et a une structure par rayons X très semblable à 
celles-ci. Ceci suggère l'acquisition, par une Yersinia ancestrale, 
d'un gène PTP d'eucaryote. Cependant, la découverte d'une pro- 
téine-phosphatase à double spécificité chez une cyanobactérie 
indépendante de tout organisme évoque la possibilité que les PTP 
soient apparues avant la séparation des eucaryotes et des proca- 
ryotes. 


d. Les cellules contiennent plusieurs types de Ser/Thr- 
phosphatases 
Les protéines Ser/Thr-phosphatases (littéralement: phospha- 
tases de protéines sur Ser/Thr) furent caractérisées par Earl Suther- 
land (qui découvrit le rôle de second messager de l'AMPc; Sec- 
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découvrirent le rôle de la phosphorylation des protéines dans le 
contrôle du métabolisme du glycogène ; Section 18-3C). La majo- 
rité de ces enzymes appartiennent à deux familles de protéines : la 
famille des PPP, qui comprend PP1, PP2A et PP2B (PP pour 
phophoprotein phosphatase) et la famille PPM, représentée par 
PP2C. Ces familles ne sont apparentées ni l’une à l'autre ni aux 
PTP, Nous avons déjà traité de PPI en parlant du rôle de sa sous- 
unité catalytique PPIc qui déphosphoryle les protéines de régula- 
tion du métabolisme du glycogène, et des rôles de ses sous-unités 
d'adressage G,, et G, qui fixent PPIc au glycogène dans la muscle 
et dans le foie (Section 18-3C). En fait, toutes les PPIc sont asso- 
ciées à une ou deux sous-unités régulatrices (R) qui modulent l'ac- 
tivité de la PPlc liée, la dirigent vers des substrats localisés dans 
des endroits particuliers de la cellule ou modifient leur spécificité 
de substrat. C'est la grande diversité de sous-unités R qui permet 
au petit nombre (1-8) de PP1c génétiquement distinctes mais très 
semblables (environ 90% d'identité de séquence) des cellules 
eucaryotes d'exercer leurs multiples fonctions. 

Les structures par rayons X ont montré que les centres cataly- 
tiques des PPP contiennent chacun un ion Fe?* (ou peut-être Fe“) 
et un ion Zn?* (ou peut-être Mn), alors que les centres cataly- 
tiques des PPM contiennent chacun deux ions Mn?*. Ces centres 
binucléés à ions métalliques activent, par attaque nucléophile, des 
molécules d'eau à déphosphoryler le substrat en une seule étape 
réactionnelle, 


e. PP2A varie quant à sa structure et ses fonctions 

PP2A participe à un grand nombre de processus régulateurs 
différents, dont certains gouvernent le métabolisme, la réplication 
de l'ADN, la transcription, et le développement, Elle comporte 
trois sous-unités différentes : 


1. Une sous-unité catalytique (C), dont le domaine catalytique, 
N-terminal, contient le cœur catalytique commun (environ 280 
résidus) à touts les membres de la famille PPP. Son domaine régu- 
lateur C-terminal contient un site activateur qui fixe le complexe 
Ca®*-calmoduline, un site de phosphorylation sur Tyr inactivateur 
qui est la cible de diverses PTK dont les récepteurs de l'EGF et de 
l'insuline, et une queue C-terminale auto-inhibitrice, 

2. Une sous-unité d'assemblage (A; aussi appelée PR6S), à 
laquelle la sous-unité C est étroitement associée dans la cellule. 

3. Une sous-unité régulatrice parmi quatre possibles (B, B’, 
B”, B°”’), qui se lie aux sous-unités A et C. 


Toutes les sous-unités de PP2À présentent de multiples isoformes 
et des variantes d'épissage qui sont exprimées différemment en 
fonction du tissu et du stade de développement, ce qui donne une 
panoplie d'enzymes ayant pour cible différentes phosphoprotéines 
dans des sites subcellulaires distincts. Cette complexité explique le 
caractère limité de notre compréhension de la manière dont PP2A 
exerce ses fonctions cellulaires, même si elle représente entre 0,3 
et 1 % des protéines cellulaires. 

Les structures par rayons X des sous-unités B ou C de la 
PP2A n'ont pas encore été publiées (bien qu'on s'attende à ce 
que le cœur catalytique de la sous-unité C ressemble à ceux des 
autres protéines PPP dont les structures sont connues). Cepen- 
dant, la structure par rayons X de sa sous-unité À (Fig. 19-48), 
déterminée par David Barford, montre un étonnant solénoïde 
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FIGURE 19-48 Structure par rayons X de la sous-unité A de 

PP2A. Chacune de ses répétitions HEAT est de couleur différente, Com- 
parer cette structure à celle de IxBa (Fig. 12-38), qui forme un solénoïde 
de pas à droite constitué de répétitions ankyrine. [Avec la permission de 
Bostjan Kobe, St. Vincent's Institute of Medical Research, Fitzroy, Victo- 
ria, Australia, Structure par rayons X due à David Barford, University of 
Oxford. U.K. PDBid 1B3U.] 


séquence de 39 résidus appelée HEAT (car on la trouve dans les 
protéines Huntingtin, EF3, la sous-unité À de PP2A et TORI). 
Les éléments HEAT successifs, qui comportent chacun deux 
hélices antiparallèles unies par un bras court, s'empilent l’un sur 
l'autre avec leurs hélices correspondantes quasi parallèles, pour 
donner une superhélice (hélice d'hélices) de pas à droite d’envi- 
ron 100 À de long en forme de crochet. Des études de mutage- 
nèse consistant à éliminer des éléments HEAT particuliers ont 
montré que les éléments 11 à 15 sont nécessaires et suffisants 
pour fixer la sous-unité C de PP2A, tandis que les sous-unités B 
se lient aux éléments 1 à 10, On pense que ces sous-unités se 
fixent à une crête de chaînes latérales hydrophobes conservées 
sur la face concave de la sous-unité A. 


f. PP2B est la cible de médicaments immunosuppresseurs 
PP2B, aussi connue sous le nom de calcineurine (CaN), est 

un cas unique parmi les Ser/Thr-phosphatases dans la mesure où 

elle est activée nar le Ca2* CaN est un hétérodimère comportant 


une sous-unité catalytique À (CaNA) et une sous-unité régula- 
trice B (CaNB), CaNA contient un domaine catalytique N-ter- 
minal suivi d’un domaine de liaison de CaNB, d'un domaine de 
liaison de la calmoduline (CaM), et d'un segment auto-inhibiteur 
C-terminal. CaNB, qui présente 35 % d'identité de séquence avec 
la CaM, fixe 4 ions Ca via ses 4 mains EF (Section 18-3C). 
CaN est activée par la liaison du Ca* à CaNB et du complexe 
Ca*-CaM à CaNA. 

La calcineurine joue un rôle essentiel dans la prolifération de 
cellules T induite par les antigènes. Comme nous le verrons dans 
la Section 35-2D, la liaison d'un peptide antigénique à un récep- 
teur des cellules 7, récepteur associé à une tyrosine-kinase, 
déclenche une suite complexe d'étapes de signalisation impliquant 
Lek et Fyn (deux PTK de type Src), une cascade MAP kinase, et 
la cascade des phospho-inositides (Section 19-4C), qui aboutit 
notamment à la libération de Ca?* dans le cytosol. Le Ca?* à son 
tour stimule CaN à déphosphoryler le facteur de transcription 
NFAT, (pour nuclear factor of activated T cells). NFAT, en com- 
plexe avec CaN passe alors dans le noyau où, en collaboration avec 
d'autres facteurs de transcription, il induit certaines des étapes pré- 
coces de la prolifération des cellules 7. 

Comme vu dans la Section 9-2B, les substances fongiques 
cyclosporine A (CsA) et FK506 sont des immunosuppresseurs 
très efficaces utilisés en clinique pour empêcher le rejet de greffe 
et pour traiter des maladies auto-immunes (phénomènes qui font 
intervenir les cellules 7). CsA et FK506 se lient respectivement 
aux peptidyl-prolyl cis-trans isomérases (rotamases) cyclophiline 
et protéine de liaison de FK506 (FKBP12), qui sont dès lors 
regroupées sous le vocable d'immunophilines. Cependant, CsA 
et FK506 sont des immunosuppresseurs efficaces à concentration 
bien inférieure à celle des immunophilines. Ceci suggère que ce 
sont les complexes cyclophiline + CsA et FKBP12 + FK506 eux- 
mêmes, plutôt que l’inhibition de leur activité rotamase, qui 
interfère avec la prolifération des cellules T. C'est en fait la fixa- 
tion de l’un ou l’autre de ces complexes à CaN qui l'empêche 
de déphosphoryler NFAT, et supprime ainsi la prolifération des 
cellules 7, 

Les structures par rayons X du complexe des protéines 
bovines FKBP12 + FK506 , due à Manuel Navia, et du complexe 
humain correrspondant, due à Ernest Villafranca, révèlent com- 
ment le complexe FKBP12 + FK506 se lie à CaN (Fig. 19-49a). 
Le domaine catalytique de CaNA, avec son centre binucléé 
Fe ?*-Zn?* dans le site actif, ressemble à ceux des autres pro- 
téines Ser/Thr-phosphatases de structure connue. Une hélice & de 
22 résidus à l'extrémité C-terminale de ce domaine phosphatase, 
qui se projette jusqu'à 40 À en dehors de ce domaine phospha- 
tase, constitue la majeure partie du site de liaison pour 
CaNB. Au delà de cette hélice, la partie C-terminale de CaNA, 
qui contient le site de liaison de la CaM et le segment auto-inhi- 
biteur, n'est pas visible en raison du désordre. Cependant, dans 
la structure par rayons X de CaN isolée (Fig. 19-49b), on voit 
le segment auto-inhibiteur se lier dans le site actif de CaNA, blo- 
quant ainsi l’accès aux substrats phosphoprotéiques. La structure 
de CaNB, à laquelle sont liés 4 ions Ca?*, ressemble à celle de 
Ca?*-CaM complexée à un peptide cible hélicoïdal (Fig. 18-18), 
sauf que les deux domaines globulaires de CaNB sont du même 
côté du peptide lié plutôt que du côté opposé comme dans Ca?*- 
CaM. Ainsi, CaNB forme un sillon continu dans lequel se lie 
l'hélice CaNA 
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(a) 


FIGURE 19-49 Lu culcineurine, (a) Structure par rayons X du com- 
plexe FKBP12 + FK506-CaN humain. La sous-unité CaNA est en 
orange, la sous-unité CaNB est en bleu et la FKBP12 en violet, Le 
FK506 est représenté en boules et bâtonnets avec C en blanc, N en bleu 
et O en rouge: les ions Fe?* et Zn?* dans le site actif de CaNA sont 
représentés respectivement par des sphères rouges et vertes, et les ions 


FKBP12 : FK506 se lie à CaN de manière à contacter aussi 
bien CaNA que CaNB, la partie de FK506 qui se projette en dehors 
de son site de liaison sur FKBP12 constituant une partie impor- 
tante de cette interface, Les structures de FKBP12 et de CaN au 
sein de ce complexe sont fort semblables à celles des protéines iso- 
lées. FK506 procure donc une composante cruciale de ce contact. 
Cependant, aucune partie du complexe FKBP12 + FK506 n'ap- 
proche le site phosphatase de CaN à moins de 10 À (bien que le 
segment auto-inhibiteur de CaN ait été déplacé). Ceci rend compte 
de l'observation que FKBP12 + FK506 empêche fortement CaN de 
déphosphoryler un phosphopeptide de 20 résidus, tout en augmen- 
tant d'un facteur 3 la vitesse à laquelle CaN déphosphoryle le p- 
nitrophénylphosphate, une molécule beaucoup plus petite. 

La plupart des résidus de CaN impliqués, par mutagenèse diri- 
gée, dans la liaison de la CsA sont les mêmes que ceux qui contac- 
tent FKBP12 « FK506 (Fig. 19-49a). De toute évidence, les com- 
plexes cyclosporine + CsA et FKBP12 + FK506 se fixent dans la 
même zone de CaN et ont donc des mécanismes d'inhibition sem- 
blables. Cependant on ignore toujours ce qui est propre aux rota- 
mases pour leur conférer un rôle inhibiteur de la CaN . 


4 MB CASCADE DES PHOSPHO-INOSITIDES 


Les signaux extracellulaires entraînent souvent une augmentation 
transitoire de la concentration de C&* cytosolique qui, à son tour, 
active une grande variété d'enzymes par l'intermédiaire de la cal- 
moduline et de ses homologues. Ainsi, une augmentation de [Ca?*} 
cytosolique déclenche des processus cellulaires aussi divers que la 
glycogénolyse (Section 18-3C) et la contraction musculaire (Sec- 
tion 35-3C). Quelle est la source de ce Ca?* et comment entre-t-il 
dans le cytosol ? Dans certaines types de cellules, les neurones par 
exemple (Fig. 1-10d), le Ca?* provient du liquide extracellulaire. 
Cevendant. l'observation selon laquelle l'absence de Ca?* extra- 


(b) 


Ca°* liés à CaNB, par des sphères blanches. () Structure par rayons X 
de la CaN humaine, avec CaNA en jaune, son segment auto-inhibiteur en 
rouge, et CaNB en bleu-vert. Les ions Fe%*, Zni* et Caf* sont respective- 
ment en rouge, vert et blanc. [Avec la permission de J. Ernest Villafranca, 
Blanchette Rockefeller Neurosciences Institute, Morgantown, West Virgi- 
nia.} 


cellulaire n'inhibe pas certains processus contrôlés par le Ca**, a 
conduit à montrer que, dans ces cas, le Ca}* cytosolique est obtenu 
à partir de réservoirs intracellulaires, principalement le réticulum 
endoplasmique (le réticulum sarcoplasmique pour le muscle). Des 
stimuli extracellulaires qui conduisent à une libération de Ca°* doi- 
vent toutefois être transmis par une signalisation intracellulaire. 
Le premier indice concernant la nature de ce signal est venu 
d'observations selon lesquelles la mobilisation intracellulaire de 
Ca* et le turnover du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
(PIP, ou Ptdins-4,5-P,; Fig. 19-50), qui constitue <0,05 % des 
lipides cellulaires, sont en étroite corrélation. Cette information a 
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FIGURE 19-50 Formule moléculaire des phosphatidyl-inositides, Le 
groupement de tête de ces glycérophospholipides est le mryo-inositol qui 
peut être phosphorylé sur ses positions 3, 4 et/ou 5. R, est le plus sou- 
vent la queue hydrocarbonée de l'acide stéarique (un acide gras 18 :0; 
Tableau 12-1) et R, le plus souvent la queue hydrocarbonée de l'acide 
arachidonique (un acide gras 20:41 
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conduit Robert Michell à proposer en 1975 que l'hydrolyse de 
PIP, est en quelque sorte associée à la libération de Ca*. 


A. Le Ca?*, l’inositol trisphosphate et le 
diacylglycérol sont des seconds messagers 


Des recherches, menées principalement par Mabel et Lowell 
Hokin, Michael Berridge, et Michell, ont révélé que le PIP, fait 
partie d'un important système de seconds messagers, la cascade 
des phospho-inositides, qui sont des intermédiaires dans la trans- 
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1-phosphatase 
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mission de nombreux signaux hormonaux, y compris ceux de la 
vasopressine, du CRE, du TRF (Section 19-1H), de l'acétylcholine 
(un neurotransmetteur: Section 20-5C), de l'adrénaline (via les 
récepteurs @,-adrénergiques), de l'EGF et du PDGF. De manière 
remarquable, ce système donne jusqu'à à trois types distincts de 
seconds messagers, liés par la séquence suivante d'événements 
(Fig. 19-51): 

1-3. Les interactions entre ligands et récepteurs décrites ci- 
dessous conduisent à l’activation de la C (PLC), 
spécifique des phospho-inositides, qui hydrolyse le PIP, en inosi- 
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FIGURE 19-51 Rôle de PIP2 dans la signalisation intracellulaire. 
(1) La fixation d'un ligand sur un récepteur de surface, R, active une 
phospholipase € spécifique des phospho-inositides par l'intermédiaire, 
dans notre cas, (2) d'une protéine G (Gq; Figure 19-16) mais, dans de 
nombreux cas, d'un RTK ou d'une NRTK, ou encore du Ca**, La phos- 
pholipase C catalyse l'hydrolyse de PIP, en IP, et en DAG (3). IP,, qui 


lum endoplasmique (4) qui, à son tour, active de nombreux processus cel- 
lulaires par l'intermédiaire de la calmoduline et de ses homologues (5). 
Le DAG, qui est non polaire, reste associé au feuillet interne de la mem- 
brane où il active la protéine kinase C afin qu'elle phosphoryle un certain 
nombre de protéines cellulaires et ainsi module leur activité (6), Ce pro- 


cessus d'activation nécessite aussi la présence de phosphatidylsérine 


tol-1,4,5-trisphosphate (IP, ou Ins-1,4,5-P,) et sn-1,2-diacylgly- 
cérol (DAG ou DG) 


que qu 
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[le système de numérotation stéréospécifique (sn) est décrit dans la 
légende de la Fig. 12-3]. Les PLC catalysent l'hydrolyse de la liai- 
son qui unit un glycérophospholipide à son groupement phospho- 
ryle comme indiqué dans la Fig. 19-52 (qui illustre également l'ac- 
tion d’autres types de phospholipases). Noter que cette réaction se 
passe à l'interface entre la phase aqueuse et la membrane de sorte 
que le PIP, et son produit amphipathique d'hydrolyse, le DAG, res- 
tent associés à la membrane durant la réaction catalytique. 

4. L'IP;, hydrosoluble, agissant comme second messager, dif- 
fuse à travers le cytoplasme vers le réticulum endoplasmique dont 
il stimule la libération de Ca?* dans le cytoplasme en se fixant sur 
un canal de transport d'ions transmembranaire fixé au RE, spéci- 
fique du Ca}*, et en l'ouvrant ; ce canal est connu sous le nom de 
récepteur d’IP, (les canaux ioniques sont vus au Chapitre 20). 


5. L'ion Ca, à son tour, stimule un grand nombre de proces- 
sus cellulaires par l'intermédiaire de la calmoduline et de ses 
homologues. 

6. Le 1,2-diacylglycérol (DAG) étant amphipathique, il est 
contraint de rester dans le feuillet interne de la membrane plas- 
mique où il agit néanmoins comme un second messager en acti- 
vant une protéine-kinase C (PKC) en présence de Ca?* et de 
phosphatidylsérine (PS: celle-ci est localisée exclusivement du 
côté cytoplasmique de la membrane plasmique). Cette enzyme 
membranaire (en fait une grande famille d’enzymes ; Section 19- 
4C) phosphoryle à son tour, et par suite module, les activités de 
différentes protéines parmi lesquelles la glycogène synthase (Sec- 


phospholipase A, 
phospholipase A4 | [e) 
HO CR, 
r,—020-u 0 
du,-07P O—X 
La 
phospholipase C phospholipase D 


FIGURE 19-52 Nomenclature des phospholipases d'après la liaison 
qu'elles scindent dans un glycérophospholipide, Dans ce contexte, X 
est un erounement phosnho-inosityle. 
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tion 18-3D). Le DAG, qui porte le plus souvent un groupement 
stéaroyl en position ! et un arachidonoyl en position 2, est ensuite 
dégradé dans certaines cellules par une phospholipase A2 cytoso- 
lique (cPLA,) pour former de l'arachidonate, substrat principal 
pour la biosynthèse des prostaglandines, des prostacyclines, des 
thromboxanes et des leucotriènes. Ces hormones paracrines, 
comme nous le verrons dans la Section 25-7, sont soit des inter- 
médiaires soit des modulateurs d'un grand nombre de fonctions 


physiologiques. 


B. Phospholipases C 


On trouve chez les mammifères quatre classes de PLC spéci- 
fiques des phospho-inositides, comprenant 11 isozymes diffé- 
rentes. B1-4, yl-2, ô1-4 et € (Fig. 19-53: l'isozyme appelée 
d’abord PLC-& est en fait un fragment protéolytique de PLC- 
ôl), dont certaines présentent des variantes d'épissage supplé- 
mentaires. L'activité enzymatique de toutes ces PLC exige du 
Ca*, Les isozymes PLC-8 (-760 résidus). les plus petites de ces 
PLC, comportent, de l'extrémité N- à C-terminale, un domaine 
homologue de la pleckstrine (PH) (Section 19-3C) de -120 rési- 
dus: un domaine de -130 résidus contenant 4 motifs en mains 
EF (Fig. 18-17); deux régions conservées appelées X et Y qui, 
ensemble, constituent le domaine catalytique de la PLC ( -250 
résidus) et sont séparées par un bras de 60 résidus: et un 
domaine C2 de -130 résidus qui dans de nombreux cas fixe le 
Ca* et que l'on trouve dans > 400 protéines qui participent prin- 
cipalement à la transduction du signal et aux interactions mem- 
branaires. Les isozymes PLC-B (-1200 résidus) possèdent une 
queue C-terrminale supplémentaire de -420 résidus qui a été 
impliquée dans l'association à des membranes et dans la régula- 
tion par les protéines G (voir ci-dessous). Au contraire, les iso- 
zymes PLC-y (-1270 résidus) contiennent un insert de -420 
résidus entre X et Y constitué d'un domaine PH additionnel, 
lequel est interrompu par deux domaines SH2 qui peuvent se lier 
à des PTK activées (voir ci-dessous), ainsi que d'un domaine 
SH3. La PLC-e (-2300 résidus) diffère des autres PLC par l'ab- 
sence de domaine PH ainsi que par la présence d'un domaine 
RasGEF N-terminal et de deux domaines C-terminaux de liaison 
de Ras (domaines RA). Le fait que les PLC de plantes et d'eu- 
caryotes inférieurs, comme la levure, sont du type à suggère que 
les PLC-B, yet € des mammifères ont évolué à partir d'une PLC- 
à primitive. 


PH main EF c2 
nous 66-M-I 
SH2 SH2 SH3 
PLC-y(1 and 2) 


EE 


FIGURE 19-53 Disposition des domaines dans les quatre classes de 
PLC spécifiques des phospho-inositides, [D'après Rhee, S. G., Annu. 
Rev Biochem. 70. 284 (2001)! 
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a. La structure de PLC-61 explique sa fonction 

La structure par rayons X de PLC-ô] sans son domaine PH N- 
terminal (mais catalytiquement active in vitro) et en complexe avec 
l'IP, et le Ca?* a été déterminée par Roger Williams. Elle montre 
(Fig. 19-54) que les trois domaines restants de l'enzyme sont 
réunis par des segments polypeptidiques en extension qui établis- 
sent des interactions étroites avec ces domaines. Les motifs en 
main EF 1 et 2 forment un lobe très superposable aux lobes N- et 
C-terminaux de la calmoduline (Fig. 18-16 et 18-18; l'hélice N- 
terminale de la main EF 1 est désorganisée), tout comme le font 
les mains EF 3 et 4. Bien que les mains EF soient d'habitude asso- 
ciées à des ions Ca?*, on n'observe de liaison de Ca?* à aucune des 
mains EF de la PLC-ôI. En fait, les mains EF 3 et 4 sont dépour- 
vues de ligands Ca?* typiques. Ainsi, bien que des mutations de ce 
domaine affectent en général l'activité catalytique de l'enzyme, sa 
fonction n'est pas claire. 

Les régions X et Y du domaine catalytique de la PLC-1 for- 
ment un tonneau &/f (Section 8-3B) dont la Fig. 19-54 montre 
une vue latérale. La région X contribue à la moitié du tonneau 
par un motif Bafafafa typique. Cependant, la région Y, qui 
forme la deuxième moitié du tonneau, montre une boucle flexible 
à la place de la première hélice & de ce motif. Le peptide de 43 
résidus qui relie X et Y est désordonné et n'est donc pas visible 
dans la structure par rayons X : son élimination n'a que peu d'ef- 
fet sur l'activité enzymatique. L'IP, est lié à l'enzyme de manière 
stéréospécifique dans une vaste dépression sur la face C-termi- 
nale du tonneau B parallèle à 8 segments via un réseau dense de 
liaisons hydrogène et d'interactions entre charges. Un ion Ca* 
de coordinence 6 est fixé au fond de ce site actif, un de ses 
ligands étant le groupement 2-hydroxyle de l'IP;, les autres étant 
formés par les chaines latérales des résidus conservés Asp, Glu 
et Asn. On pense que la réaction catalytique fait intervenir un 
mécanisme analogue à celui de l'hydrolyse de l'ARN catalysée 
par l'ARNase A (Fig. 15-3) dans lequel le groupement 2- 
hydroxyle de PIP, mène une attaque nucléophile sur le groupe- 


FIGURE 19-54 Structure par rayons X de la phospholipase C-81 
sans son domaine PH N-terminal, en complexe avec PIP, et des ions 
Ca, Ses deux premiers motifs en mains EF sont en doré, les deux sui- 
vants sont en orange, la région X du domaine catalytique est en bleu-vert, 
sa région Ÿ est en bleu clair, les boucles formant la crête hydrophobe du 
domaine catalytique sont en beige, et le domaine C2 est en magenta. Le 
PIP, est représenté en modèle compact, avec C en vert, O en rouge et P 
en jaune, et les ions Ca?* sont représentés par des sphères argentées. 
[Basé sur une structure par rayons X due à Roger Williams, MRC Labo- 


ment 1-phosphate voisin pour former le DAG et un intermédiaire 
phosphodiester cyclique qui est ensuite hydrolysé pour donner 
l'IP,. Le Ca?* (plutôt qu'une chaîne latérale de His comme dans 
l'ARNase A) est en bonne position pour promouvoir la déproto- 
nation du groupement 2-hydroxyle de sorte à augmenter son 
caractère nucléophile et ensuite contribuer à stabiliser la charge 
négative apparue sur le phosphore pentavalent dans l'état de tran- 
sition de la réaction catalytique (Fig. 16-6b). Ceci explique pour- 
quoi le 2-désoxy-PIP, n'est pas hydrolysé par les PLP de mam- 
mifère spécifiques des phospho-inositides. 

Le domaine C2, qui est constitué d’un sandwich de deux 
feuillets B antiparallèles à 4 segments, fixe lui aussi un ion Ca*. 
Cependant, la structure par rayons X de PLC-81 complexée au 
lanthane, un analogue du calcium, a montré deux sites de liai- 
son supplémentaires pour des ions métalliques (Ca?*) au proche 
voisinage de ce site de liaison du Ca”. Tous ces ions métalliques 
se trouvent dans une crevasse à une des extrémités du sandwich 
B, où ils sont exposés à la surface de l'enzyme. Il est donc vrai- 
semblable qu'in vivo ils s'associent à des groupements de tête 
anioniques comme celui de la phosphatidylsérine à la surface 
d'une membrane. Puisque l'interface considérable entre le 
domaine C2 et le domaine catalytique semble rigide, il est pro- 
bable que cette interaction favorise la liaison du domaine cata- 
lytique à la membrane de sorte qu'il puisse interagir avec les 
molécules de PIP,. Cette association serait renforcée par les 
interactions d’une crête hydrophobe faite de trois boucles, à 
partir de l'ouverture d'un côté du site actif dont on postule la 
pénétration dans la région non polaire de la membrane lors de 
la catalyse. Ceci expliquerait comment l'enzyme peut catalyser 
l'hydrolyse de PIP, en DAG et IP, alors que les deux premières 
de ces substances restent associées à la membrane, 


b. Le domaine homologue de la pleckstrine arrime PLC-61 

à la membrane 

La structure par rayons X du domaine PH N-terminal (absent 
dans la Fig. 19-54) de PLC-ô1 complexée à l’IP;, déterminée par 
Joseph Schlessinger et Sigler, montre que l'IP, se fixe sur une face 
chargée positivement de la protéine (Fig. 19-55). Ceci est en 
accord avec le rôle d'ancre membranaire proposé pour le domaine 
PH, tout comme l'observation que ce domaine fixe PIP, avec une 
affinité beaucoup plus haute (K, = 1,7 LM) que ne le fait le 
domaine catalytique de PLC-ô1 (K,, > 0,1 mM). Puisque le seg- 
ment peptidique qui unit le domaine PH au reste de la protéine est 
sans doute flexible, la fonction du domaine PH serait d'arrimer 
l'enzyme à la membrane. Ceci rend compte des mesures cinétiques 
qui indiquent que l'enzyme catalyse de multiples cycles d'hydro- 
lyse de PIP, sans quitter la membrane. 


c. Les isozymes PLC-B sont activées par des protéines G 

hétérotrimériques 

Les PLC-$ sont régulées par des hormones qui se lient à cer- 
tains récepteurs couplés à des protéines G (p. ex. ceux de l’his- 
tamine, de la vasopressine, de la TSH, du thromboxane A, et de 
l'angiotensine If) via les protéines G hétérotrimériques qui leur 
sont associées, comme montré à la Fig. 19-51. Plus précisément, 
elles sont activées suite à leur interaction avec les sous-unités œ& 
de la sous-famille G, (Section 19-2C) complexées au GTP. G,, 
* GTPYS active les isoformes de la PLC-B dans l'ordre de puis- 


FIGURE 19-55 Structure par rayons X du domaine homologue de 
la pleckstrine dans PLC-8I en complexe avec PIP,. Le PIP, est 
représenté en modèle boules et bâtonnets avec C en vert, O en rouge 
et P en jaune, Le domaine PH est essentiellement constitué d'un sand- 
wichäonneau B de 7 segments antiparallèles et d'une hélice &@ C-termi- 
nale commune aux nombreux domaines PH de structure connue. [Basé 
sur une structure par rayons X due à Joseph Schlessinger, New York 
University Medical Center, et Paul Sigler, Yale University. PDBid 
IMAI.] 


inconnue car elle est inhibée par le GTPYS. La queue C-termi- 
nale, qui est propre aux isoformes de la PLC-B (Fig. 19-53) a 
été impliquée, suite à l'étude d'enzymes tronquées, dans la liai- 
son à G,, * GTP. Ce segment d'environ 420 résidus, auquel des 
prédictions de structure secondaire (Section 9-3A) assignent une 
organisation en hélice &, contient une forte proportion de rési- 
dus basiques agrégés. Ces regroupements basiques, dont la muta- 
tion diminue la réponse à G,, * GTP, interagissent sans doute 
avec des phospholipides acides. Ces interactions sont critiques 
pour la localisation membranaire des isoformes de la PLC-B car 
leur domaine PH ne fixe pas PIP,. Ainsi, la localisation mem- 
branaire des isoformes de la PLC-B pourrait résulter de leur liai- 
son à des pepe de tête de phospholipides et/ou leur inter- 
action avec G,, * GTP fixé dans la membrane, Un aspect 
important de la": régulation des isoformes de la PLC-$ par G,, 
“GTP est que les PLC-B jouent le rôle de GAP et augmentent 
ainsi >50 fois l'activité GTPase de G, ce qui limite la fonction 
activatrice de Ga. 

Les isoformes de la PLC-B sont activées indépendamment part 
les complexes Gg,, qui peuvent résulter de la dissociation de pro- 
téines G hétérotrimériques autres que G,,Gÿ.. De plus, leur ordre 
d'efficacité avec Gs, diffère de celui observé avec G,,, * GTP: f3 
> 82 > Bi, B4 étant insensible à la présence de Ga | Bien que la 
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concentration de Gy, requise pour l'activation maximum des PLC- 
B soit très mofise à celle de G,, * GTP, l'activation maximum 
est la même dans les deux cas. Les sites de PLC-f2 qui interagis- 
sent avec G4, sont son domaine PH et un segment de 10 résidus 
près de l'extrémité N-terminale de sa région Y. Ceci explique pour- 
quoi la PLC-B2 privée de sa partie C-terminale est activée par Gy, 
mais pas par G, * GTP. La région de Gg, qui interagit avec les 
PLC- se superpose à la région par PR elle fixe les sous-uni- 
tés G,,, ce qui explique pourquoi G4, ne peut fixer en même temps 
une PLC-B et une G,, + GDP. 


d. Les isozymes PLC-y sont activées par des protéines 
tyrosine-kinases 

Les isozymes PLC-Y sont activées dans de nombreux types cel- 
lulaires par certains facteurs de croissance protéiques comme 
l'EGF, le PDGF, le FGF et le NGF, Ces facteurs conduisent leurs 
récepteurs, qui sont des RTK (Section 19-3A), à s'autophosphory- 
ler sur des résidus Tyr particuliers. Certains de ces sites phospho- 
Tyr sont liés spécifiquement, comme le montrent des études de 
mutagenèse, par le domaine SH2 le plus N-terminal (N-SH2) de la 
PLC-y1 (Fig. 19-53 et 19-25a), mais pas par son domaine C-SH2. 
Le domaine N-SH2 lie des peptides contenant un résidu phopho- 
Tyr suivi par au moins 5 résidus principalement hydrophobes, 
contrairement au domaine SH2 de Src, qui lie préférentiellement 
des peptides contenant pYEEI (Section 19-3C). 

Les récepteurs activés des quatre facteurs de croissance men- 
tionnés ci-dessus phosphorylent la PLC-yI sur les mêmes trois 
résidus Tyr 771, 783 (situé entre les domaines C-SH2 et SH3) 
et 1254 (situé dans la queue C-terminale). En fait, la mutation 
de Tyr 783 en Phe bloque l'activation de la PLC-y1 par le PDGF, 
bien que ce mutant de la PLC-yI s'associe toujours au récepteur 
du PDGF, Inversement, la mutation de certains sites d'autophos- 
phorylation des RTK (p. ex. Tyr 1021 du récepteur du PDGF) 
les empêche de lier la PLC-yI et donc de l'activer, même si ces 
récepteurs mutés catalysent encore de façon détectable la phos- 
phorylation sur Tyr de la PLC-yI en réponse à des facteurs de 
croissance. De toute évidence, l'activation de la PLC-yl par des 
facteurs de croissance requiert la phosphorylation activatrice de 
la PLC-yl et son association avec le récepteur de facteur de 
croissance, cette dernière amenant sans doute la PLC-yl en 
contact avec son substrat, le PIP,, dans le feuillet inteme de la 
membrane plasmique. Les isozymes PLC-y peuvent également 
être activées par des NRTK, comme des membres des familles 
Src et JAK (qui sont tous associée à la membrane), moyennant 
leur activation par des récepteurs associés à des tyrosine-kinases 
(Section 19-3E). La fonction du domaine SH3 de la PLC-y n'est 
pas claire. 


e. Les activités des isozymes PLC-8 peuvent être régulées 
par le [Ca?*} 

Bien que la seule PLC spécifique des phospho-inositides dont 
la structure est connue soit la PLC-8I, on connaît mal le mode de 
régulation des isozymes PLC-8. Leur plus grande sensibilité au 
Ca?* comparée à celle des autres PLC suggère que les isozymes 
PLC-ô sont régulées par des modifications de [Ca?*] intracellu- 
laire. Ainsi, les isozymes PLC-8 peuvent être activées secondaire- 
ment en réponse à l'activation récepteur-dépendante d'autres iso- 
zymes de la PLC qui induisent l'ouverture de canaux à Ca?* (Fig. 
19-51). 
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f. PLC-e est activée par Ras : GTP 

La présence sur PLC-E d'un domaine RasGEF et d'un domaine 
de liaison pour Ras (domaine RA) suggère que PLC-E est activée 
par Ras : GTP. C'est bien le cas, comme le montre l'observation 
que PLC-e fixe Ras GTP avec une forte affinité, mais ne lie pas 
Ras : GDP, Ras étant ancrée dans la membrane, cette interaction 
amène PLC-E à la membrane, où est situé son substrat PIP;. Bien 
que l'activation de Ras induite par le facteur de croissance se ter- 
mine suite à l'hydrolyse de son GTP lié en GDP, le complexe Ras 
+ GDP qui en résulte peut être rapidement converti en Ras : GTP 
par le domaine RasGEF de la PLC-€, ce qui prolonge l'activation, 
récepteur-dépendante, de PLC-€. Celle-ci peut être activée égale- 
ment par Gi: 


C. Protéine-kinases C 


La protéine-kinase C (PKC) est une Ser/Thr protéine-kinase assu- 
rant la transduction de nombreux signaux qui conduisent à la libé- 
ration de DAG (Fig. 19-51). Chez les mammifères, elle est repré- 
sentée par une famille de onze isozymes monomériques d'environ 
700 résidus classées en trois sous-familles : les PKC « convention- 
nelles » (&, Bl, P2 et y, où Bl et F2 sont des variantes d'épissage 
d'un même gène), les «nouvelles » PKC (8, €, n, 8 et p), et les 
PKC «atypiques (L et À). Les PKC conventionnelles, activées par 
le DAG et le Ca°*, comportent toutes un pseudo-substrat auto-inhi- 
biteur N-terminal suivi de quatre domaines conservés, C1 à C4 (C 
pour homologie PKC). Le domaine CH, qui fixe le DAG, se trouve 
également dans d'autres protéines, comme Raf (où il ne fixe pas le 
DAG). Ce domaine est constitué de deux motifs en tandem riches 
en Cys d'environ 50 résidus, CIA et CIB, Il semble que seul C1B 
fixe le DAG. C2, qui souvent fixe le Ca°*, est également présent 
dans la PLC (Fig; 19-54) ainsi que dans plusieurs autres protéines 
de signalisation. C3 et C4 forment les lobes N- et C-terminaux de 
la protéine-kinase, dont la séquence ressemble à celle de la 
PKA. La protéine-kinase est maintenue dans son état inactif par sa 
liaison au pseudo-substrat (comme pour la MLCK ; Section 18- 
3C). Les nouvelles PKC, qui sont activées par le DAG mais pas 
par le Ca**, ressemblent aux PKC conventionnelles sauf que leur 
domaine C2 ne fixe pas le Ca%*. Les PKC atypiques, qui sont 
insensibles au DAG et au Ca”*, n'ont qu'un motif riche en Cys 
dans leur domaine CT et semblent dépourvues de domaine C2. 


a. Les domaines CI et C2 ancrent la PKC dans la 
membrane plasmique 
Les esters de phorbol, comme le 12-0-myristoyiphorbol-13- 
acétate 


(que l’on trouve dans l'huile de graine de croton) sont de puissants 
activateurs de la protéine-kinase C ; ils ressemblent par leur struc- 
ture au DAG mais se lient à la PKC avec une affinité -250 plus 
élevée. En conséquence, les esters de phorbol sont les promoteurs 
de tumeurs (substances qui ne sont pas cancérigènes par elles- 
mêmes, mais augmentent la puissance des agents cancérigènes) les 
plus efficaces connus. La structure par rayons X du motif CBI de 
la PKC 8 complexée au phorbol-13-acétate, déterminée par Hur- 
ley, montre que ce motif de 50 résidus est maintenu en place par 
deux ions Zn°*, qui sont chacun en liaison tétraédrique avec les 
chaînes latérales d'une His et de trois Cys (Fig. 19-56). L'ester de 
phorbol se fixe dans un sillon étroit entre deux boucles constituées 
essentiellement de résidus non polaires. Puisque les esters de phor- 
bol sont également non polaires, tout le tiers supérieur du com- 
plexe, comme illustré dans la Fig. 19-56, est hydrophobe. Très peu 
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FIGURE 19-56 Structure par rayons X du motif C1B de la PKC 
complexé au phorbol-13-acétate, La protéine fixe, par coordinence 
tétraédrique, deux ions Zn°*, chacun via une chaîne latérale His et trois 
chaînes lmérales Cys. Ces chaînes latérales sont représentées en modèle 
boules et bâtonnets, comme l'est le phorbol-13-acétate qui lui est fixé (C 
en vert, N en bleu, O en rouge et S en jaune). Les ions Zn?* sont repré- 
sentés par des sphères bleu-vert, [D'après une structure par rayons X due 
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de protéines solubles ont une si grande fraction de leur surface 
constituée d'une région non polaire continue. De plus, le tiers 
moyen de la surface de la protéine, situé sous la région non polaire, 
forme autour de la protéine une ceinture chargée positivement. 
Ceci suggère qu'in vivo la partie hydrophobe du complexe s'insère 
dans la région non polaire de la membrane qui lui est associée, de 
sorte que la ceinture chargée positivement du motif interagit avec 
les groupements de tête chargés négativement de la membrane. 
Cette hypothèse s'appuie sur des mesures par RMN montrant que 
des résidus de la région de CBI qui fixe le ligand interagissent 
avec des lipides. On pense que le groupement d'acide gras qui 
estérifie la position 12 du phorbol dans les promoteurs de tumeurs 
efficaces s'enfonce dans la membrane de façon à assurer l'ancrage, 
dans celle-ci, du domaine C1. 

La comparaison de cette structure avec celle de CBI isolé 
montre que CB1 ne subit pas de modification significative de struc- 
ture lors de la liaison d'un ester de phrbol. De toute évidence, les 
esters de phorbol, et sans doute le DAG, activent la PKC en l'an- 
crant dans la membrane plutôt que par un mécanisme allostérique. 
Le domaine C2, comme nous l'avons vu pour la PLC (Section 19- 
4B), agit de même via sa liaison Ca}*-dépendante à des groupe- 
ments de tête phosphatidylsérine de la membrane, Ces interactions 
sont synergiques, dans la mesure où plus la concentration de Ca?* 
est élevée, moins il faut d'ester de phorbol ou de DAG pour acti- 
ver la PKC, et vice versa. Néanmoins, les domaines C1 et C2 doi- 
vent tous deux être ancrés dans la membrane pour l'activation de 
la protéine-kinase. En effet, la conformation que ceci exige fait 
sortir le pseudo-substrat N-terminal du site actif de la protéine- 
kinase. 
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FIGURE 19-57 Activation de la PKC, (1) La PKC néo-synthétisée est 
phosphorylée sur sa boucle d'activation (site représenté ici par Thr 500 
de PKC f2:; boule jaune) par la protéin-kinase-1 phospho-inositide- 
dépendante (PDK 1), qui est amarrée à la membrane par son domaine 
homologue de la pleckstrine (PH) C-terminal. (2) La PKC, devenue ainsi 
catalytique active, autophosphoryle deux sites de son segment C-terminal 
(représentés ici par Thr 641 et Ser 660 de PKC B2). Cependant, le seg- 
ment nœudnenhetrat Nterminal se lie à nrécent au site actif de la PKC. 
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b. La PKC est «sensibilisée » par phosphorylation 

L'activation de toutes les PKC de mammifère, sauf la PKC y, 
s'accompagne de leur phosphorylation sur trois résidus Ser ou Thr 
conservés. Un de ses résidus (Thr 500 dans la PKC 2) se trouve 
dans la boucle d'ativation de la protéine-kinase, les deux autres 
étant dans son segment C-terminal (Thr 641 et Ser 660 dans la 
PKC P2 qui fait 673 résidus). La séquence des événements qui 
activent la PKC, élucidée essentiellement par Alexandra Newton, 
est la suivante (Fig. 19-57): 


1. La PKC néo-synthétisée se lie à la membrane (ou peut-être 
au cytosquelette sous-jacent) où la protéine-kinase-1 phospho- 
inositide-dépendante (PDK1) phosphoryle sa boucle d'activa- 
tion, Il est proposé que la charge négative ainsi apparue sur la 
boucle d'activation aligne correctement les résidus du site actif de 
la PKC pour la catalyse, comme nous l'avons vu pour la PKA (sec- 
tion 18-3C ; la boucle d'activation de la PKA est, elle aussi, phos- 
phorylée par la PDK1). De fait, le remplacement, par mutagenèse, 
de la Thr dans la boucle d'activation de la PKC @ par un résidu 
neutre non phosphorylable donne une enzyme inactivable, alors 
que son remplacement par Glu donne une enzyme qui n'exige que 
le DAG et le Ca* pour être activée. Une étude de modélisation 
fondée sur la structure de la PKA suggère que, dans la PKC, le 
pseudo-substrat lié au site actif masquerait le site de phosphoryla- 
tion de la boucle d'activation, la phosphorylation ne pouvant se 
faire que moyennant l'éloignement du pseudo-substrat hors du site 
actif. 

2. La PKC, à présent prête à la catalyse, autophosphoryle 
rapidement ses deux autres sites de phosphorylation. L'auto- 
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ce qui rend l'enzyme inactive. (3) Moyennant la liaison du domaine C1 
de la PKC au DAG (produit de signaux extracellulaires induisant l'hydro- 
lyse de phospho-inositides) fixé dans la membrane, et la liaison, par l'in- 
termédiaire du Ca?*, du domaine C2 à la phosphatidylsérine (PS) de la 
membrane, le pseudosubstrat est éjecté du site actif de la PKC, ce qui 
donne une enzyme active. [D'après un dessin de Toker, A. and Newton, 
A.C. 1., Cell 103, 187 (2000).] 
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phosphorylation de Thr 641 semble bloquer la PKC dans sa 
conformation active. En effet, dans la PKC B2 phosphorylée uni- 
quement sur Thr 500 et Thr 641, la déphosphorylation sélective 
de Thr 500 donne une enzyme active. L'autophosphorylation du 
troisième site de phosphorylation est en corrélation avec la libé- 
ration de la PKC dans le cytosol, où la PKC est maintenue dans 
son état inactif par la liaison de son pseudo-substrat à son site 
actif. 

3. Ceue auto-inhibition est levée, comme décrit ci-dessus, 
lorsque la PKC se lie de nouveau à la membrane via la liaison de 
son domaine C1 au DAG et celle de son domaine C2, Ca?*-dépen- 
dente, à la phosphatidylsérine (PS). 


D. Phospho-inositide 3-kinases 


Le groupement de tête inositol du phosphatidylinositol possède 
5 groupements hydroxyle libres phosphorylables (Fig. 19-50). 
Cependant, seules ses positions 3, 4 et 5 sont connues pour l'être 
in vivo et celles-ci impliquent toutes les combinaisons possibles 
(Fig. 19-58), dont chacune participe à la signalisation. 

Les phosphorylations de ces divers phospho-inositides sont 
catalysées par des enzymes ATP-dépendantes appelées phospho- 
inositide 3-kinases (PI3K), phospho-inositide  4-kinases 
(PIP4K) et phospho-inositide 5-kinases (PIPSK). Leurs diffé- 
rents produits agissent comme seconds messagers en recrutant 
des protéines qui s'y fixent à la face cytoplasmique de la mem- 
brane plasmique (voir ci-dessous). La colocalisation d'enzymes 
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FIGURE 19-58 Réactions impliquées dans la synthèse des phospho- 
inositides dans les cellules de mammifère. Pitdins, Ptdins-4-P, et 
(PIP2) sont écrits en gras pour indiquer leur abondance : ils représen- 
tent ensemble environ 90% des phospho-inositides totaux de la cellule. 
Ptdins-3-P ct Ptdins-5-P comptent chacun pour 2-5 % du total, tandis 
que les concentrations de Pidins-3,4-P, et Ptdins-3,4,5-P, (PIP3) sont 
à peine détectables dans des cellules au repos, mais atteignent 2 à 3% 
du total dans des cellules stimulées. Le Ptdins-3,5-P, comprend envi- 
ron 2% des phospho-inositides des fibroblastes. [D'après Fruman, 

D. A. Meyers, R.E., and Cantley L.C., Annu, Rev. Biochem, 67, 501 
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et de substrats qui en résulte entraîne une activité de signalisa- 
tion supplémentaire pour le contrôle des fonctions vitales que 
sont la survie cellulaire, la prolifération, le réarrangement du 
cytosquelerte et le trafic vésiculaire, De plus, l’activité de ces 
enzymes est requise pour le trafic des vésicules dans les voies 
sécrétoire et endocytaire (Sections 12-4C et 12-4D). 

Les PI3K sont actuellement les phospho-inositide kinases les 
mieux comprises. Dans cette sous-section, nous étudierons donc 
les PL3K et leurs produits comme paradigmes de toutes les phos- 
pho-inositide kinases, ainsi que les signaux qu'elles produisent. 


a. Il existe trois classes de PI3K 

Les PI3K de mammifère sont divisées en trois classes selon 
leur structure (Fig. 19-59), leur spécificité de substrat et leur mode 
de régulation : 


1. Les PI3K de la classe I sont des enzymes hétérodimé- 
riques régulées par récepteur qui phosphorylent préférentielle- 
ment le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns-4,5-P,). 
Leur sous-unité catalytique (-1070 résidus) interagit avec Ras: 
GTP via un domaine de liaison de Ras (RBD) près de leur extré- 
mité N-terminale. Leur sous-unité régulatrice est une protéine 
adaptatrice qui relie la sous-unité catalytique à des événements 
de signalisation situés en amont. Elles constituent ainsi deux 
sous-classes selon le type d'effecteur amont avec lequel elles 
intéragissent : 

(a) Les PI3K de la classe LA (PI3Ka, B et 6) sont activées par 
des RTK, via la sous-unité adaptatrice p85 de la PI3K (dont on 
connaît 7 isoformes), qui contient un domaine SH2 et un domaine 
SH3 et peut être phosphorylée sur des Tyr spécifiques. 

(b) La PI3K de la classe IB, dont le seul membre est PI3KY, 
est activée par les dimères G4, des protéines G hétérotrimériques, 
sa sous-unité adaptatrice R16{"La rendant besncoup plus sensible À 
Gr 

2. Les PI3K de la classe II (PL3K-C2a, B et y) sont des mono- 
mères de -1650 résidus caractérisés par un domaine C2 C-termi- 
nal qui ne semble pas fixer le Ca?*. Elles phosphorylent préféren- 
tiellement le Pidins et le Ptdins-4P. Puisqu'elles n'ont pas 
d'adaptateur, on ignore comment ces PI3K de classe II sont 
contrôlées. 

3. La PI3K de la classe III, dont on ne connaît qu'une iso- 
forme, ne phosphoryle que le Pidins. C'est un hétérodimère avec 
une sous-unité catalytique de 887 résidus et une sous-unité adap- 
tatrice appelée p150, Cette PI3K est constitutivement active (non 
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FIGURE 19-59 Disposition des domaines dans les trois classes de 
PDK (D'après Walker, EH. . Persic, O.. Ried, C., Stephens, L., and 
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régulée) et est donc considérée comme principal fournisseur de 
Ptdins-3P, dont la concentration reste inchangée suite à la stimu- 
lation de la cellule. On considère lu PI3K de classe III comme le 
prédécesseur évolutif des autres classes car c'est la seule classe de 
PBK présente chez la levure. 


Outre leur activité lipide-kinase, toutes les PI3K possèdent une 
activité Ser/Thr-kinase, mais la signification physiologique de 
cette double spécificité n'est pas claire, 


b. La PL3K7 est une protéine à plusieurs domaines 

La structure par rayons X de la PI3Ky + ATP, dans laquelle 
PI3KYy est dépourvue de ses 143 résidus N-terminaux (qui sont 
i pour l'interaction avec l'adaptateur pl01 ; la partie cor- 
respondante dans PI3KG@ interagit avec son adaptateur p85), fut 
déterminée par Williams. Elle montre que ses domaines RBD, C2 
et hélicoïdal forment une couche relativement compacte qui vient 
s'adosser à l'arrière du domaine kinase (Fig. 19-60). Comme 
attendu, le domaine kinase ressemble globalement à celui des pro- 
téine-kinases dans le sens qu'il est bilobé, son lobe N étant consti- 
tué essentiellement d'un feuillet B à 5 segments et son lobe C étant 
surtout hélicoïdal. Cependant, il existe des différences importantes 
entre ces domaines kinase, comme le montre une comparaison des 
domaines catalytiques de la Fig. 19-60 et de la Fig. 19-264, par 
exemple. 

Le domaine RBD de la PI3K7 présente le même repliement que 
celui de RafRBD (Fig. 19-39). De fait, dans la structure par rayons 
X de PI3Ky-Ras + GDPNP (Fig. 19-61), également déterminée par 
Williams, le RBD de la PLK interagit avec Ras comme nous avons 


FIGURE 19-60 Structure par rayons X de PL3KY + ATP. La protéine 
est représentée en ruban, avec son domaine de liaison de Ras (RBD) 
catalytique en vert, son domaine C2 en magenta, son domaine hélicoïdal 
en orange, les lobes N et C de son domaine kinase en rose et bleu-vert, et 
les segments interdomaines en gris, L'ATP est représenté en modèle com- 
pact, avec C en vent, N en bleu, O en rouge et P en jaune, La protéine est 
orientée de sorte que son domaine kinase est observé selon la vue « stan- 
dard ». La protéine semble fragmentée parce que plusieurs des ses seg- 
ments sont désorganisés, y compris la plus grande partie de la boucle 
d'activation de la kinase. [Basé sur une structure par rayons X due à 
Roger Williams, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, 
UK PDBid FAX |! 
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vu que RafRBD interagit avec l’homologue de Ras, RaplA (Fig. 
19-39), dans la mesure où ils mettent leurs feuillets B centraux 
dans le même prolongement. Cependant, Ras liée à la PI3Ky est 
décalée de 35° par rapport à RaplA liée à RafRBD. Des contacts 
entre le domaine commutateur ! de Ras et PI3KYy stabilisent cette 
interaction et assurent sa dépendance de RaseGTP. Ce complexe 
montre également des contacts intermoléculaires impliquant le 
domaine commutateur IT de Ras. Une telle interaction n'avait été 
observée auparavant qu'entre Ras et ses effecteurs amont. La com- 
paraison de la structure du complexe PI3Ky-Ras avec celle de 
PI3Ky + ATP montre que la liaison de Ras amène le lobe C du 
domaine catalytique de la PI3Ky à pivoter par rapport à son lobe 
N, ce qui modifie considérablement la poche de liaison postulée 
pour le groupement de tête phospho-inositide, Ceci rendrait 
compte du fait que la PI3K7y s'active environ 15 fois lorsqu'elle se 
lie à Ras + GTP. 

Le domaine C2 de la PI3Ky forme le même sandwich de deux 
feuillets B antiparallèles à 4 segments que celui observé dans le 
domaine C2 de la PLC-6I (Fig. 19-54). Cependant, contrairement 
au domaine C2 de la PLC-8I (Section 19-4B), celui de la PI3Ky 
ne fixe pas les ions Ca!*. Néanmoins, le domaine C2 de la PI3Ky 
participe apparemment à l'association de membranes, puisque ce 
domaine C2 isolé se lie à des vésicules de phospholipides avec une 
affinité semblable à celle de l’enzyme intacte, Cette interaction 
ferait intervenir des plages de résidus basiques à la surface du 
domaine C2. 

Le domaine hélicoïdal de la PI3Ky est constitué de 5 paires 
répétées d'hélices antiparallèles qui forment une superhélice, 
laquelle ressemble fort à celle formée par les répétitions HEAT 
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FIGURE 19-61 Structure par rayons X de PL3Ky-Ras « 

GDPNP,. Seuls le RBD de La PI3KY (vert) et Ras + GDPNP (doré) sont 
dessinés, avec les domaines commutateurs 1 et II de Ras en magenta et 
en bleu-vent, et le GDPNP fixé représenté en modèle compact (C en vert, 
N en bleu, O en rouge et P en jaune), La vue, semblable à celle dans la 
Fig. 19-39, peut être ramenée à celle dans la Fig. 19-60 en la faisant 
pivoter d'environ 40° dans le sens horaire autour de son axe vertical puis 
en la faisant tourner de 180° autour de l'axe perpendiculaire à la page. 
[Basé sur une structure par rayons X due à Roger Williams, MRC Labo- 
ratorv of Molecular Riolnev C'ambsridos L1K DPODMIA 1HE%X 1! 


716 Chapitre 19. Transduction du signal 


dans la sous-unité A de la protéine-phosphatase 2A (PP2A ; Fig. 
19-48), même si la PI3K7y ne contient pas de séquence du motif 
HEAT. Par analogie avec la fonction de la sous-unité A de PP2A, 
qui est de se lier à d'autres protéines (Section 19-4E), on a proposé 
que le rôle du domaine hélicoïdal de la PI3KY, qui est largement 
exposé au solvant, est d'interagir avec les protéines qui se lient à 
la PI3KY, comme son adaptateur plOI et Gy,. 


c. L'activation de Akt requiert sa liaison aux 3-phospho- 
inositides via son domaine PH 

Les produits des PI3K que sont lePtdins-3,4-P, et le Pidins- 
3,4,5-P, (Fig. 19-58) se fixent à leurs effecteurs aval principale- 
ment via certains domaines d'homologie avec la pleckstrine 
(domaines PH) qui se lient préférentiellement aux 
de tête de ces 3-phospho-inositides plutôt qu'à celui de PIP,, 
(comme le fait le domaine PH de PLC-ô: Fig. 19-55). Un 
exemple d'un tel effecteur contenant un domaine PH est la pro- 
téine-kinase-1 phospho-inositide-dépendante (PDK1), protéine de 
556 résidus qui, comme nous l'avons vu, phosphoryle les boucles 
d'activation de la PKA (Section 19-4C) et de la PKC. Un autre 
exemple est la protéine Ser/Thr-kinase Akt [aussi appelée pro- 
téine-kinase B (PKB)], produit d'un proto-oncogène impliqué 
dans la régulation de nombreux processus biologiques, parmi les- 
quels l'expression des gènes, l’apoptose et la prolifération cellu- 
laire, et qui est donc censée phosphoryler de nombreuses pro- 
téines cibles. Akt, une protéine d'environ 480 résidus, comporte 
un domaine PH N-terminal et un domaine kinase C-terminal 
homologue à ceux de la PKA et de la PKC, Les organismes mul- 
ticellulaires expriment trois isoformes de l'Akt, mais la levure 
n'en contient pas. Ceci suggère que l'Akt a évolué à partir de la 
famille PKA/PKC en même temps que les organismes multicel- 
lulaires. 

Akt n'est pas activée par la liaison de ses lipides cibles à son 
domaine PH. En fait, l'activation requiert la phosphorylation de 
sa Thr 308, qui est située dans la boucle d'activation de l'Akt, 
Cette phosphorylation est catalysée par la PDKI, kinase consti- 
tutivement active dont le domaine PH fixe également les 3-phos- 
pho-inositides (PDKI phosphoryle aussi la Ser 473 de l'Akt, 
mais ceci n'est pas nécessaire à l'activation). Muter les résidus 
du domaine PH de l'Akt nécessaires à la fixation des lipides 
bloque sa phosphorylation in vitro par la PDK1. Cependant, l'éli- 
mination de ce domaine PH affranchit l'Akt du besoin de 3- 
phospho-inositides. Ceci suggère que la liaison de l'Akt à ces 
lipides ancrés dans la membrane induit un changement de 
conformation qui permet à la PDKI de phosphoryler et donc 
d'activer l'AkL On admet donc que c'est la colocalisaiton de 
l'Akt et de la PDKI, assurée par les 3-phospho-inositides, qui 
conduit à l'activation de l'Akt, et que c’est donc l'action de la 
PK qui est fonctionnellement responsable de ce processus. Au 
contraire, la phosphorylation de la PKA, qui est dépourvue de 
domaine PH, catalysée par la PDKI survient en absence de 3- 
phospho-inositides et est donc constitutive. 


d. Le domaine FYVE fixe le groupement de tête du 
Ptdins-3-P 
Le Pidins-3-P, qui ne porte qu'un seul groupement phosphate, 
se fixe rarement sur un domaine PH. Ses effets directs dépendent 
au contraire de domaines FYVE [nommés d'après les 4 protéines 
où ils furent découverts : Fabip. YOTB, Vacip et Early endosome 


antigen 1 (EEA1)}, qu'on a identifiés dans une soixantaine de pro- 
téines. Par exemple, la protéine d'eucaryote EEAI (1410 résidus), 
qui contient un domaine FYVE C-erminal de 65 résidus, 
déclenche la fusion des endosomes dans les cellules eucaryotes 
(Fig. 12-79) en recrutant la petite GTPase RabS ancrée dans la 
membrane et la syntaxine, une protéine transmembranaire (Sec- 
tion 12-4D). 

La structure par RMN du domaine FYVE de EEAI, due à 
Michael Overduin, montre qu'il adopte des conformations sem- 
blables, qu'il soit à l'état libre, ou lorsqu'il est lié au dibutanoyl- 
Pidins-3-P (Fig. 19-62) ou à des micelles de dodécylphosphocho- 
line (DPC) enrichies en ce Pidins-3-P. La structure de la protéine 
est maintenue essentiellement par deux ions Zn°* fixés chacun par 
une liason tétraédrique aux chaînes latérales de 4 Cys conservées. 
Le groupement de tête du Pidins-3-P est maintenu dans sa poche 
de liaison par un réseau d'interactions électrostatiques, de liaisons 
hydrogène et d'interactions hydrophobes impliquant un motif 
(R/KXR/K)HHCR hautement conservé (RRHHCR dans EEAI). 


FIGURE 19-62 Structure par RMN du domaine FYVE de EEAI en 
complexe avec le Ptdins-3-P. Le groupement de tête du Pidins-3-P est 
dessiné en boules et bâtonnets (C en vert, O en rouge, P en magenta, H 
en gris), La protéine fixe deux ions Zn? (sphères bleu-vert) qui sont cha- 
cun en liaison tretraédrique avec quatre chaînes latérales de Cys dessi- 
nées en bâtonnets (C en vert et S en jaune). La boucle de 5 résidus qui 
s'insère dans les micelles DPC est en orange et les résidus basiques qui 
la bordent sont en bleu. [Basé sur une structure par RMN due à Michael 
Overduin, University of Colorado Health Sciences Center. PDBid 1HYLI 


Des données de RMN indiquent que, lors de l'addition de 
micelles DPC, le complexe entre le domaine FYVE et le 
Pidins-3-P insère dans la couche lipidique une boucle hydro- 
phobe de 5 résidus (FSVTV; en orange dans la Fig. 19-62) 
flanquée de résidus basiques (en bleu dans la Fig. 19-62). Ceci 
se passe également, mais à un bien moindre degré, en absence 
de Pidins-3-P. Inversement, l'insertion dans la membrane aug- 
mente 20 fois (de 1 M à 50 nM) l'affinité de liaison du 
domaine FYVE pour Ptdins-3-P. Ceci résulterait du fait que le 
segment de 10 résidus qui précède la boucle d'insertion dans 
la membrane, région la plus désorganisée de la protéine libre, 
devient mieux ordonnée et se déplace vers la poche de liaison 
lors de la fixation du Ptdins-3-P. On a donc proposé que le 
domaine FYVE est recruté vers les membranes en raison de 
l'insertion de sa boucle hydrophobe dans la bicouche lipi- 
dique. Ceci amène la protéine à reconnaître le PtdIns-3-P, dont 
la liaison conduit le segment N-terminal jusque là mobile à se 
refermer sur le groupement de tête du Ptdins-3-P. 


E. Inositol polyphosphate-phosphatases 


ÎL est mis fin à la signalisation via la cascade des phospho-inosi- 
tides par l'action d'un groupe d'inositol-phosphatases classées 
fonctionnellement comme 1-, 3-, 4- et 5-phosphatases. Nous 
clôturerons notre étude de cette cascade par un exposé sur les 
caractéristiques de ces enzymes importantes. 


a. Les inositol polyphosphate 5-phosphatases interviennent 
dans de nombreuses voies de signalisation 

Les premières inositol polyphosphate 5-phosphatases qui 
furent étudiées hydrolysent l'IP, (Ins-1,4,5-P,) en IP, (Ins-1,4- 
P,) et mettent ainsi fin à la mobilisation cellulaire du Ca?* (Fig. 
19-51, en bas). On trouve chez les mammifères > 10 isozymes 
à activité S-phosphatase. Ces enzymes partagent un même cœur 
catalytique et ont été classifiées en deux groupes d’après leur 
spécificité de substrat : les enzymes de type 1 déphosphorylent 
les inositol phosphate ; celles de type II hydrolysent en plus les 
phospho-inositides correspondants. 

Les 5-phosphatases de type I, qui n'hydrolysent que l'IP, 
et l'Ins-1,3,4,5-P,, sont ancrées dans la membrane par prény- 
lation. Celle qui est présente dans les plaquettes sanguines (un 
genre de cellule qui participe à la coagulation du sang; Sec- 
tion 35-1) forme un complexe stoechiométrique avec la 
pleckstrine, protéine de 350 résidus formée essentiellement de 
deux domaines PH, Lorsque les plaquettes sont stimulées par 
la thrombine, enzyme protéolytique de la coagulation (Sec- 
tion 35-1B), la pleckstrine est phosphorylée sur des résidus Ser 
et Thr par la PKC, laquelle active à son tour la 5-phosphatase 
qui lui ést associée. Noter que la PKC est activée par le DAG, 
un produit de la PLC, qui fournit en même temps l'IP;, sub- 
strat de: la 5-phosphatase de type I (Fig. 19-51). Cet IP, sti- 
mule la libération de Ca tandis que l’autre produit de la 
PLC, le DAG, active la 5-phosphatase de type I via la phos- 
phorylation de la pleckstrine pour mettre fin au signal Ca?*. 
Cet arrêt de signalisation semble important pour une crois- 
sance cellulaire normale car une diminution de l'expression de 
la S-phosphatase de type 1 provoque une augmentation de la 
prolifération cellulaire qui peut aller jusqu'à la transformation 
CancÉreuse. 
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Les 5S-phosphatases de type Il partagent de plus grandes simi- 
litudes de leur cœur catalytique que celles de type I. De plus, elles 
possèdent un domaine dit de type Il du côté N-terminal de leur 
cœur catalytique. Il en existe trois sous-types principaux : les GIP, 
les SHIP et les SCIP. Les GIP (pour GAP-containing inositol 
phosphatase) tirent leur nom du fait qu'elles ont un domaine GAP 
C-terminal, bien qu'elles n'aient pas d'activité GAP démontrée. 
Les GIP hydrolysent l'IP, et l'Ins-1,3,4,5-P, et les lipides corres- 
pondants, le Pidins-4,5-P, et le Pidins-3,4,5-P;, bien qu'avec des 
efficacités catalytiques différentes. 

On ne connaît que deux GIP, la 5-phosphatase IT et 
OCRL. Cente dernière doit son nom au fait que sa mutation pro- 
voque la dystrophie oculo-cérébro-rénale (ou syndrome de 
Lowe), maladie héréditaire liée à X caractérisée par une cataracte 
congénitale, une dégénérescence rétinienne progressive, un retard 
mental et une déficience tubulaire rénale qui conduit à l'insuffi- 
sance rénale chez le jeune adulte. OCRL est une protéine de 901 
résidus que l’on trouve principalement à la surface des lysosomes, 
où elle est ancrée par prénylation. Les cellules tubulaires rénales 
des patients atteints du syndrome de Lowe sont dépourvues d'ac- 
tivité hydrolytique vis-à-vis du Ptdins-4,5-P, et du Pidins-3,4,5-P,, 
alors que les inositol phosphate correspondants sont Rp 
normalement; l'OCRL est donc une lipide-phosphatase. Le 
Ptdins-4,5-P, stimule le bourgeonnement de vésicules membra- 
neuses à partir des lysosomes, de sorte que l'accumulation de ce 
lipide conduit probablement à un trafic accru d'enzymes, du lyso- 
some vers l'espace extracellulaire. De fait, les enzymes lysoso- 
miales de ces cellules semblent mal réparties (comme c'est le cas 
de plusieurs hydrolases lysosomiales dans la mucolipidose de type 
Il ou I-cell disease; Section 12-4C). C'est cette fuite chronique 
d'enzymes lysosomiales dans le syndrome de Lowe qui provoque- 
rait les dégâts tissulaires menant à l'insuffisance rénale et à la 
cécité. 

Les SHIP n'hydrolysent que des substrats possédant également 
un phosphate en position 3. Les deux membres connus de ce 
goupe, SHIP (pour « SH2-containing inositol-S-phosphatases ») et 
SHIP2, sont des protéines d'environ 1200 résidus à domaine SH2 
N-terminal. Ces protéines peuvent donc se lier à des PTK et sont 
de fait phosphorylées par celles-ci pour donner une séquence 
consensus de fixation de domaines PTB (NPXpY ; Section 19-3C). 
De plus, elles contiennent également un domaine C-terminal riche 
en proline qui peut se lier à des protéines possédant un domaine 
SH3, L'activité SHIP peut donc être contrôlée par différents sys- 
tèmes. De fait, SHIP, qu'on ne trouve que dans les cellules héma- 
topoiétiques, s'associe aux adaptateurs protéiques Grb2 et Shc 
(Section 19-3C). Elle hydrolyse le Ptdins-3,4,5-P;, qui est impli- 
qué dans l'activation de l’Akt et de la PLC. SHIP2 exerce la même 
fonction dans les cellules non hématopoiétiques où elle limite la 
réponse cellulaire à l'insuline, à l'EGF et au PDGF, 

Les SCIP (pour «Sacl-containing inositol phosphatases ») 
sont appelées ainsi car elles contiennent un domaine N-terminal 
homologue de la phosphatidylinositol phosphatase de levure 
Sacl. La première SCIP caractérisée fut nommée synaptoja- 
ninel car purifiée à partir de vésicules synaptiques et en raison 
de la présence de deux domaines phosphatase rappelant les deux 
domaines kinase des Janus kinases (JAK: Section 19-3E). Le 
domaine 5-phosphatase de la synaptojaninel, protéine de 1575 
résidus, hydrolyse le PIP, et le Pidins-4,5-P,, et son domaine 
Saci phosphatase hydrolvse le Pidins-3-P et le Pidins-4-P. On 
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ne trouve la synaptojaninel que dans les neurones où elle forme 
des complexes avec la dynamine, une protéine G (Section 12- 
4C), et participe ainsi au recyclage des vésicules synaptiques. La 
synaptojanine2, très semblable, est ubiquitaire, mais ses fonc- 
tions restent largement inconnues. 


b. L'inositol polyphosphate 1-phosphatase est impliquée 

dans la maladie maniaco-dépressive 

Les mammifères n'ont qu'un type d'inositol polyphosphate 
1-phosphatase, enzyme de 399 résidus qui hydrolyse l'Ins-1,4- 
P, et l'Ins-1,3,4-P, (IP,), mais n'agit pas sur des substrats lipi- 
diques. Cette enyme est inhibée par l'ion Li”. L'efficacité de 
l'ion Li* dans le contrôle des sautes d'humeur invalidantes des 
personnes souffrant de maniaco-dépression (maladie bipolaire) 
suggère donc que cette maladie mentale résulte d'une anomalie 
de la l-phosphatase dans le cerveau, sans doute suite à l'acti- 
vation anormale de récepteurs mobilisant le Ca** (Fig. 19-51, en 
bas). De fait, des mouches Drosophila dont on a éliminé cette 
l-phosphatase manifestent des troubles neurologiques (phéno- 
type dit « shaker ») identiques à ceux de mouches normales trai- 
tées au Li*, 


©. L'inositol polyphosphate 3-phosphatase PTEN est un 

suppresseur de tumeurs 

Les inositol polyphosphate 3-phosphatases inversent l'ac- 
tion des PI3K. La mieux caractérisée de ces enzymes est PTEN 
(pour « phosphatase and rensin homolog ; la tensine est une pro- 
téine du cytosquelette qui se fixe à l’actine), protéine de 403 rési- 
dus qui déphosphoryle in vitro tous les phospho-inositides phos- 
phorylés en position 3 et l'Ins-1,3,4,5-P,. PTEN est un 
suppresseur de tumeurs (protéine dont la perte de fonction pro- 
voque le cancer), sans doute parce que son activité 3-phospha- 
tase freine l'action de l'Akt activée par le Pidins-3,4,5-P,. De 
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FIGURE 19-63 Structure par rayons X de PTEN. La protéine est vue 
avec son domaine phosphatase en bleu, son domaine C2 en rouge, et la 
boucle P, qui interagit avec le substrat, en beige, La ligne pointillée 
représente un segment de 24 résidus qui fut enlevé à la protéine pour 
faciliter sa cristallisation. [Avec la permission de Nicolis Pavletich, 
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New-York, New-York. PDBid 
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fait, on trouve fréquemment des formes mutantes de PTEN dans 
plusieurs types de cancer. PTEN peut aussi déphosphoryler des 
peptides phosphorylés sur Ser, Thr et Tyr, mais cette activité ne 
porte que sur des peptides très acides. 

La structure par rayons X de PTEN, déterminée par Jack 
Dixon et Nikola Pavletich, montre que la protéine est constituée 
d'un domaine phosphatase N-terminal et d'un domaine C2 C- 
terminal (Fig, 19-63), La structure de son domaine phosphatase 
ressemble à celle qui est commune aux domaines des protéines 
tyrosine-phosphatases (les PTP) (p. ex. Fig. 19-47), mais avec 
une poche du site actif plus grande, sans doute pour accueillir 
son gros substrat le Pidins-3,4,5-P,. Le domaine C2 ne lie ni le 
Ca?* ni des ligands qui fixent cet ion, mais il se lie cependant à 
des phospholipides de membranes comme le fait le domaine C2 
de la PI3KYy (Fig. 19-60). Les domaines phosphatase et C2 s'as- 
socient sur une vaste interface, dont les résidus sont souvent 
mutés dans le cancer. On trouve une même interface serrée entre 
les domaines kinase et C2 de la PLC-61 (Fig. 19-54). Ceci sug- 
gère que le rôle du domaine C2 de PTEN est de placer correc- 
tement dans la membrane le domaine phosphatase qui lui est 
associé. 


d. Les inositol polyphosphate 4-phosphatases contrôlent la 
concentration de Ptdins-3,4-P2 


Il existe deux isoformes d'inositol 4-phosphatase, les 4-phos- 
phatases I et IE, qui catalyse l'hydrolyse des Ins-1,3,4-P,, Ins- 
2,4-P, et Ptdins-3,4-P,. En fait, ces protéines d'environ 940 rési- 
dus comptent pour > 95 % de l'activité Pidins-3,4-P, phosphatase 
dans de nombreux tissus humains, suggérant qu'elles jouent un 
rôle important dans le métabolisme de ce second messager. Ceci 
est étayé par l'observation que la stimulation de plaquettes 
humaines par la thrombine ou un ionophore à Ca* conduit à 
l'inactivation de la 4-phosphatase 1 suite à son clivage protéoly- 
tique par la calpaïne, une protéase Ca°*-dépendante. Cette inac- 
tivation de la 4-phosphatase 1 est en corrélation avec l'accumu- 
lation, dépendant du Ca* ou de l'agrégation plaquettaire, de 
Pidins-3,4-P, caractéristique des plaquettes humaines (qui s'agré- 
gent aux premiers stades de la formation du caillot sanguin ; Sec- 
tion 35-1). 


E. Epilogue : systèmes complexes et propriétés 
émergentes 


Les sytèmes complexes sont, par définition, difficiles à com- 
prendre et à expliciter. On pense, par exemple, au climat de notre 
planète, aux économies de grands pays, à l'écologie -même sur 
de petits territoires- et au cerveau humain. Après la lecture de 
ce chapitre, on peut y ajouter les systèmes biologiques de trans- 
duction du signal. Comme nous l'avons vu, un signal hormonal 
est véhiculé par plusieurs voies de signalisation intracellulaires, 
chacune étant constituée de nombreuses composantes, dont plu- 
sieurs interagissent avec des composantes d’autres voies de 
signalisation. Par exemple, il est clair que le système de signa- 
lisation par l'insuline (Fig. 19-64), encore qu'imparfaitement 
élucidé, est très complexe. Suite à la liaison de l'insuline, le 
récepteur insulinique s’autophosphoryle sur plusieurs résidus Tyr 
(Section 19-3A) puis phosphoryle sur Tyr ses protéines cibles, 
ce qui active plusieurs voies de signalisation qui contrôlent un 
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1. La phosphorylation de Shc (Section 19-3C) aboutit à la 
stimulation d'une cascade de MAP kinases (Section 19-3D), ce 
qui modifie finalement la croissance et la différenciation. 


2. La phosphorylation de Gab-1 (pour «Grb2-associated 
binder--1 ») active de même cette cascade de MAP kinases. 
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3. La phosphorylation de substrats protéiques du récepteur 
insulinique (TRS) (Section 19-3C) active une cascade de phospho- 
inositides via la PI3K (Section 19-4D), ce qui débouche sur la sti- 
mulation de nombreux processus métaboliques comme la synthèse 
de glycogène (Section 18-3E) et le transport de glucose (Section 
20-2E), de même que la croissance et la différenciation cellulaires. 


FIGURE 19-64 Transduction du signal par l'insuline. La liaison de 
l'insuline à son récepteur (LR) induit son autophosphorylation sur plu- 
sieurs résidus Tyr de ses sous-unités B. Plusieurs protéines, dont Shc, 
Gab-1, le complexe APS/Cbl et les protéines IRS, se fixent à ces résidus 
pYoù ils sont phosphorylés sur Tyr par le récepteur insulinique activé, ce 
qui active les cascades de phosphorylation par la MAP kinase et la PIK, 
ainsi qu'un processus de régulation par radeaux lipidiques et caveolae, La 
cascade MAPK régule l'expression de gènes imliqués dans la proliféra- 
tion cellulaire et la différenciation. La cascade PL3K conduit à des modi- 
fications de l'état de phosphorylation de plusieurs enzymes, de sorte à 
stimuler la synthèse de glycogène ainsi que d'autres voies. La cascade 
PUK participe également au contrôle du trafic vésiculaire, ce qui conduit 
à la translocation du transporteur de glucose GLUT4 vers la surface cel- 
lulaire et donc à l'augmentation de la vitesse d'entrée du glucose dans la 
cellule (Section 20-2F) Le contrôle du transport de elucose est égale. 


ment assuré, indépendamment de la PL3K, par le système APS/Cbl, qui 
implique les radeaux lipidiques et les caveolae, Autres symboles : Myc, 
Fos et Jun (facteurs de transcription; Section 19-3D), SHP-2 (une PTP 
contenant un SH2; Section 19-3F), CAP (Cbl-associated protein), C3G 
[un facteur d'échange des nucléotides guanyliques (GEF)], Crk HI [un 
adaptateur protéique contenant un SH2/SH3)}, PDKI (protéine-kinase-1 
phospho-inositide-dépendante ; Section 19-4C), PKB (protéine-kinase B. 
aussi appelée Akt : Section 19-4D), mTOR [pour « mammalian rarget of 
rapamycin », protéine-kinase apparentée à la PL3K : la rapamycine est 
un immunosuppresseur semblable au FK506 (Section 9-2B); mTOR est 
également appelée FKBP12-rapamycin-associated protein (FRAP)], S6 
{[sous-unité protéique de lu petite sous-unité des ribasomes d'eucaryotes 
{Section 32-3A ; sa phosphorylation stimule la traduction)], et PKC£ et 
PKC3, (formes atypiqques de la protéine-kinase C ; Section 19-4D). 
{D'anrès Zick_Y Trends Cell Biol 11. 437 (2001) 1 


720 Chapitre 19. Transduction du signal 


4, La phosphorylation du complexe APS/CbI (APS pour 
« Adapter protein containing pleckstrin homology and Src homo- 
logy-2 domains ; Cbl, produit d'un proto-oncogène, est une pro- 
téine d’accostage pour domaines SH2/SH3) mène à la stimulation 
de TC10 [une protéine G de la famille Rho (Section 35-3E)] et à 
la régulation, indépendante de la PI3K, du transport de glucose 
impliquant la participation de radeaux lipidiques et de caveolae 
(Section 12-3C). 


La démarche scientifique prédominante est réductionniste : on 
s'efforce de comprendre un système en étudiant ses constituants. 
Ainsi, chimistes et biochimistes expliquent les propriétés des 
molécules selon les propriétés des atomes qui les constituent, les 
biologistes cellulaires expliquent la nature des cellules en termes 
de propriétés des macromolécules dont elles sont faites, et les bio- 
logistes cellulaires expliquent les charactéristiques des organismes 
multicelllaires en termes de propriétés des cellules dont ils sont 
constitués. Cependant, les systèmes complexes sont douées de 
propriétés émergentes, qui ne sont pas facilement prévisibles à 
partir de la compréhension de leurs constituants (le tout est plus 


grand que la somme de ses parties). De fait, la vie elle-même est 
une propriété émergente qui émane des innombrables réactions 
chimiques dont la cellule est le siège. 

L'élucidation des propriétés émergentes d'un système com- 
plexe exige une démarche intégrative. Pour les systèmes de trans- 
duction du signal, une telle approche suppose qu’on puisse déter- 
miner comment chacun des constituants de chaque voie de 
signalisation d'une cellule donnée interagit avec chacun de tous 
ces autres constituants et ce, dans les conditions que chaque consti- 
tuant rencontre dans son environnement local. Les techniques 
requises sont rarement disponibles. De plus, loin d'être statiques, 
ces systèmes varient au cours du temps quant à leur réponse à des 
programmes qui concernent la cellule ou l'organisme entier. Par 
conséquent, les moyens d'investigation du fonctionnement des 
systèmes cellulaires de transduction du signal dans leur globalité 
n'en sont encore qu'aux premiers balbutiements. Une telle com- 
préhension devrait avoir un grand intérêt biomédical car de nom- 
breuses maladies, dont le cancer, le diabète et plusieurs patholo- 
gies neurologiques, sont la conséquence de dysfonctionnements de 
systèmes de transduction du signal. 
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1 B Les hormones Les messagers chimiques sont classés en 
hormones autocrines, paracrines et endocrines selon qu'ils agissent 
sur la même cellule, sur des cellules voisines ou sur des cellules 
éloignées de celle qui les a sécrétés. L'organisme contient un sys- 
tème endocrine complexe qui contrôle de nombreux aspects de son 
métabolisme. Les concentrations en hormones peuvent être déter- 
minées par des radioimmunodosages. Les récepteurs sont des pro- 
téines liées à des membranes, qui fixent leur ligand en vertu de la 
loi d'action des masses. Les paramètres qui décrivent la liaison 
d'un ligand radiomarqué à son récepteur peuvent être déterminés à 
partir de la représentation de Scatchard. Les constantes de disso- 
ciation d'autres ligands pour le même site de liaison sur le récep- 
teur peuvent alors être déterminées par des études de liaison com- 
pétitive. Les cellules des flots pancréatiques sécrètent l'insuline et 
le glucagon, hormones polypeptidiques qui induisent le stockage ou 
la libération du glucose et des lipides, respectivement par le foie et 
le tissu adipeux. Les hormones polypeptidiques gastro-intestinales 
coordonnent divers aspects de la digestion. Les hormones thyroï- 
diennes, T, et T,, sont des dérivés d'acides aminés iodés qui sti- 
mulent globalement le métabolisme en activant des facteurs de 
transcription cellulaires. Le métabolisme de l'ion Ca** est régulé 
par les niveaux de PTH, de vitamine D et de calcitonine. La PTH 
et la vitamine D entraînent une augmentation de [Ca?*} sanguin, en 
stimulant sa libération à partir des os, sa réabsorption rénale, et son 
absorption intestinale, alors que la calcitonine a des effets opposés. 
La vitamine D est un dérivé stéroïdien qui doit être apporté par 
l'alimentation ou par exposition aux rayons UV. La vitamine D, 
après être transformée successivement dans le foie et dans le rein 
en 1.25(0H),D, stimule, dans l'épithélium intestinal, la synthèse 
d'une protéine qui fixe le Ca?*. Les glandes médullosurrénales 
sécrètent l'adrénaline et la noradrénaline, deux catécholamines qui 
se fixent sur les récepteurs adrénergiques & et B d'un grand nombre 
de cellules, de manière à préparer l'organisme à «combattre ou 
fuir», Le cortex surrénalien sécrète les stéroïdes glucocorticoïdes 
ct minéralocorticoïdes. Les glucocorticoïdes ont, sur le métabo- 
lisme. un effet opposé à celui de l'insuline mais ils interviennent 


également dans un grand nombre de fonctions vitales, Les minéra- 
locorticoïdes régulent l'excrétion, par le rein, de l'eau et des sels. 
Les gonades sécrètent les hormones stéroïdes sexuelles, androgènes 
(hormones mâles) et oestrogènes (hormones femelles), qui régulent 
la différenciation sexuelle, le développement des caractères sexuels 
secondaires et le comportement sexuel. De plus, les ovaires sécrè- 
tent les progestines qui interviennent dans le cycle menstruel et la 
grossesse, À moins d’être sous l'influence de la testostérone, un 
androgène, les embryons de mammifère deviennent des individus 
femelles. SRY, un gène qui code une protéine qui se fixe sur l'ADN 
et qui se trouve normalement sur le chromosome Y, induit le déve- 
loppement des testicules qui, à leur tour, produisent de la testosté- 
rone. L'hypothalamus sécrète une série de polypeptides qui sont des 
hormones de libération ou d'inhibition telles que les CRF, TRE, 
GnRF et la somatostatine qui contrôlent la sécrétion, par l'adéno- 
hypophyse, des hormones trophiques correspondantes. La plupart 
de ces dernières, comme l'ACTH, la TSH, la LH et la FSH sti- 
mulent la libération d'autres hormones par leurs glandes endocrines 
cibles. L'hormone de croissance agit directement sur les tissus ou 
stimule la synthèse, par le foie, de facteurs de croissance connus 
sous le nom de somatomédines. La neurohypophyse produit deux 
peptides, la vasopressine, qui stimule la rétention d'eau par les 
reins, et l'ocytocine qui stimule la contraction utérine. Le cycle 
menstruel résulte d'une relation complexe entre les hormones hypo- 
thalamiques et adénohypophysaires et les stéroïdes sexuels. Un 
ovule fécondé et implanté sécrète la CG, qui se fixe sur le même 
récepteur et a les mêmes effets que la LH, ce qui empêche la mens- 
truation, La fixation de la hGH sur son récepteur entraîne la dimé- 
risation de ce dernier, fournissant un signal intracellulaire qui 
indique la fixation de l'hormone. De nombreux autres signaux hor- 
monaux sont transmis de cette manière. L'adénohypophyse sécrète 
également des peptides opioïdes qui ont des effets sur le système 
nerveux central semblables à ceux des opiacés. Le monoxyde 
d'azote (NO), un gaz radicalaire très réactionel, est un médiateur 
local qui régule la vasodilatation, agit comme neurotransmetteur, et 
‘oue un rûle dance la rénonse immunitaire. Chez les mammifères. il 


est synthétisé par trois isozymes de La NO synthase (NOS), une 
enzyme qui contient cinq groupements prosthétiques rédox. La 
eNOS et la nNOS sont activées par le Cal* en vertu de leur fixa- 
tion du complexe Ca?*-calmoduline ; iNOS est contrôlée au niveau 
transcriptionnel. Le NO active la guanylate cyclase à produire du 
GMPc, qui à son tour active la protéine-kinase GMPc-dépendante. 

2 M Protéines G hétérotrimériques La liaison de ligands 
(hormones) à certains récepteurs à sept domaines transmembra- 
naires active la sous-unité G,,, d'une protéine G stimulatrice à rem- 
placer le GDP qui lui est fixé, par du GTP, libérer les sous-unités 
Gp, qui lui sont associées, et activer l'adénylate cyclase (AC) à syn- 
thétiser de l'AMPc. L'activation se poursuit jusqu'à ce que G,., 
hydrolyse en GDP le GTP qui lui est fixé, et se réassocie à Gy, 
Plusieurs types de récepteurs hormonaux activés d'une même cel- 
lule peuvent stimuler la même protéine G,. Il existe également des 
protéines G inhibitrices, qui peuvent avoir les mêmes sous-unités 
Gy et G, que G,, mais qui ont une sous-unité G,, inhibitrice, 
laquelle désactive l’adénylate cyclase. Les systèmes biologiques de 
signalisation peuvent être désensibilisés suite à la phosphorylation 
et à la séquestration endocytuire des récepteurs situés à la surface 
de la cellule. La toxine du choléra (CT) et l'entérotoxine thermo- 
labile (LT), qui sont des protéines bactériennes AB; apparentées, 
induisent une production incontrôlée d'AMPc en ADP-ribosylant 
Gé ce qui la rend incapable d’hydrolyser le GTP. La toxine de la 
coqueluche, également une protéine AB4, ADP-ribosyle de même 
G, Le noyau catalytique des nombreuses isoformes de l'AC sont 
des hétérodimères pseudosymétriques qui sont activés, dans la plu- 
part des cas, par la liaison du domaine commutateur Il de G,, * 
GTP dans une fente d'un domaine C,, de l'AC, L'AMPc et le 
GMPc sont éliminés par l’action de nombreuses phosphodiestérases 
(PDE), dont l'activité est contrôlée par divers agents, ce qui donne 
lieu à un « dialogue » entre systèmes de signalisation. 

3 M Signalisation par tyrusine-kinases La fixation de ligands 
tels qu'hormones et facteurs de croissance protéiques stimule des 
récepteurs à activité tyrosine-kinase (RTK) en induisant leur dimé- 
risation et leur autophosphorylation subséquente sur des résidus Tyr 
spécifiques dans la boucle d'activation de leur domaine tyrosine- 
kinase. Ceci est d'habitude suivi de l’autophosphorylation de rési- 
dus Tyr dans d'autres domaines cytoplasmiques. L'immortalité des 
cellules cancéreuses et leur prolifération incontrôlée leur confère la 
capacité de former des tumeurs invasives et métastatiques. Le virus 
du sarcome de Rous, un rétrovirus qui provoque un sarcome du 
poulet, porte un oncogène, v-srr, qui est l'homologue du gène cel- 
lulaire normal c-sre. Ces deux gènes codent une protéine tyrosine- 
kinase (PTK) qui stimule la divison cellulaire, Les produits d'on- 
cogènes comprennent des analogues de facteurs de croissance, des 
récepteurs de ces facteurs, des protéines nucléaires qui stimulent la 
transcription et/ou la division cellulaire, et des protéines G. Un 
RTK autophosphorylé peut à son tour activer d'autres protéines en 
les phosphorylant sur certaines de leurs tyrosines. Il peut également 
moduler les activités de protéines spécifiques par fixation d'une 
séquence peptidique du RTK contenant une (des) phosphoTyr sur 
des domaines SH2 et PTB de ces protéines ou d'adaptateurs qui se 
lient à ces protéines. La protéine Grb2, un adaptateur, se fixe de 
cette manière sur certains RTK activés et en même temps sur une 
protéine Sos par l'intermédiaire de ses domaines SH3. La protéine 
Sos fixée, à son tour, joue le rôle de facteur d'échange des nucléo- 
tides guanyliques (GEF) pour stimuler Ras, une petite protéine G, 
à échanger pour du GTP le GDP qui lui est fixé. Ras est une 
GTPase médiocre, mais elle finit par hydrolyser en GDP le GTP 
qui lui est fixé, grâce à la protéine activatrice de la GTPase (GAP) 
RasGAP, qui insinue la chaîne latérale d'une Arg importante pour 
la catalyse dans le site actif de Ras qui, sans cela, serait inefficace. 
Les mutations qui interfèrent avec la capacité de Ras-RasGAP à 
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hydrolyser le GTP lié à Ras sont oncogéniques. La liaison de Ras 
+ GTP à Raf, une Ser/Thr-kinase, active Raf à phosphoryler MEK, 
une MAP kinase kinase (MKK), qui à son tour phosphoryle la 
MAP kinase (MAPK). La MAPK activée phosphoryle diverses pro- 
téines cytoplasmiques ou associées à des membranes et, de plus, 
est transférée dans le noyau où elle phosphoryle des facteurs de 
transcription, lesquels induisent la transcription de leurs gènes 
cibles. Les protéines de ces cascades MAP kinases sont ordonnées 
par leur liaison à des protéines d'assemblage, qui empêchent éga- 
lement les membres des différentes cascades de MAP kinases d'une 
cellule de se phosphoryler l'un l'autre de manière inappropnée. 
Cependant, les membres activés d'une cascade de MAP kinases 
peuvent phosphoryler d'autres protéines régulatrices, et ainsi enga- 
ger des «dialogues» entre différemes voies de transduction du 
signal. Les récepteurs associés à une tyrosine-kinase transmettent 
le signal qu'ils ont fixé, en activant des tyrosine-kinases qui ne sont 
pas des récepteurs mais leur sont associées (NRTK), dont plusieurs 
sont membres des familles Src ou Jak, Les protéines Jak activées 
phosphorylent des protéines STAT, qui alors dimérisent et passent 
dans le noyau où elles agissent comme facteurs de transcription. Le 
gleevec est un inhibiteur très sélectif de l'Abl et un médicament 
cfficace pour traiter la leucémie myéloïde chronique (CML). Les 
protéines phosphorylées sont désactivées par des protéine-phospha- 
tases. Certaines protéines tyrosine-phosphatases (PTP) sont des 
récepteurs transmembranaires qui sont désactivés par leur diméri- 
sation induite par le ligand. D'autres PTP sont cytoplasmiques et 
sont activées par leur liaison à des PTK activées, par exemple via 
des domaines SH2, comme pour SHP-2. Les cellules contiennent 
plusieurs types de Ser/Thr-phosphatases : PP1 participe à la régu- 
lation du métabolisme du glycogène : PP2A, qui intervient dans de 
multiples processus régulateurs, est un hétérodimère qui a de nom- 
breuses variantes et donc différentes spécificités et localisations cel- 
lulaires; et la calcineurine (CaN: aussi appelée PP2B) est une 
phosphatase hétérodimérique activée par le Ca?*. La CaN est la 
cible des médicaments immunosuppresseurs que sont la cyclospo- 
rine À et FK506 suite à sa liaison des complexes de ces médica- 
ments avec les rotamases cyclophiline et FKBP12, ce qui empêche 
CaN de se fixer à ses phosphopeptides cibles. 

4 B Cascade des phospho-inositides PIP,, un constituant 
phospholipidique mineur du feuillet interne de la membrane plas- 
mique, peut donner jusqu'à trois types de seconds messagers, Des 
interactions hormone-récepteur, par l'intermédiaire d'une protéine 
G ou d'un RTK, stimulent la phospholipase C correspondante à 
hydrolyser PIP, en 1P, hydrosoluble et en DAG lié à la membrane. 
L'IP, stimule la libération de Ca?* à partir du réticulum endoplas- 
mique via des canaux sensibles au ligand. Le Cat se fixe sur la 
calmoduline, qui à son tour active divers processus cellulaires, Le 
DAG active la protéine-kinase C (PKC) à phosphoryler et ainsi à 
moduler les activités de nombreuses protéines cellulaires. Le DAG 
peut également être dégradé pour donner l'arachidonate, intermé- 
diaire important dans la biosynthèse des prostaglandines et com- 
posés apparentés. PLC-81 est fixée à la membrane, qui contient 
son substrat le PIP,, via son domaine PH, qui se lie à PIP,, et son 
domaine C2, qui se lie à des molécules de phosphatidylsérine de 
la membrane par l'intermédiaire de trois ions Ca/*. Les diverses 
classes de PLC sont activées de différentes manières qui toutes 
amènent la PLC en contact avec son substrat PIP, dans la mem- 
brane : les PLC-B en se fixant à G,, + GTP et G4,; les PLC-y en 
se fixant, via des domaines SH2, à des PTK phosphorylées ce qui 
conduit à la phosphorylation de la PLC par la PTK: les PLC- 
par le Ca*: et les PLC-£ par liaison à Ras + GTP. Les PKC 
« conventionnelles » sont activées par le Ca?* et le DAG. Les esters 
de phorbol, qui miment le DAG et activent la PKC, sont les plus 
puissants promoteurs de tumeurs connus. Le DAG et le Ca 
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fixent, en synergie, la PKC dans la membrane via ses domaines 
CI et C2, ce qui, par un mécanisme conformationnel, extrait le 
pseudosubstrat N-terminal de la PKC du site actif de la kinase. 
L'activité catalytique de la kinase est déclenchée par phosphoryla- 
tion de sa boucle d'activation par la PKDI suivie par autophos- 
phorylation sur deux sites supplémentaires, Les phospho-inositides 
peuvent être phosphorylés sur les positions 3-, 4- et -5 de leur 
groupement de tête inositol selon toutes les combinaisons pos- 
sibles, pour donner des seconds messagers liés à la membrane qui 
fonctionnent en recrutant à la surface de la membrane les protéines 
qui se lient à ces messagers. Les phospho-inositide 3-kinases 
({PI3K) forment trois classes qui diffèrent par leur structure, leur 
spécificité de substrat et leur mode de régulation. Le Ptdins-3,4- 
P,et le Pidins-3,4.5-P,. produits de la PI3K, se lient au domaine 
PH de l'Akt (PKB), produit d'un proto-oncogène, ce qui coloca- 
lise F'Akt et la PDKI. elle aussi arrimée à la membrane via son 
domaine PH. de sorte que la PDKI phosphoryle et active l'Akt. 


Le Pidins-3-P se fixe à des domaines FYVE qui, comme les 
domaines PH, sont maintenus par deux ions Zn°* en liaison tré- 
traédrique. Les différents types d’inositide polyphosphate-phos- 
phatases mettent fin à la signalisation par la cascade des phospho- 
inositides. OCRL, une 5-phosphatase de type 11 qui participe au 
contrôle du bourgeonnement des vésicules à partir des lysosomes, 
est mutée dans la maladie oculo-cérébro-rénale (syndrome de 
Lowe). La seule 1-phosphatase présente chez les mammifères, qui 
hydrolyse l'Ins-1,4-P, et le PIP,. est inhibée par l'ion Li” et est 
ainsi impliquée dans le syndrome maniaco-dépressif., La 3-phos- 
phatase PTEN, un suppresseur de tumeurs muté dans plusieurs 
types de cancers, inverse l'action des PI3K. La 4-phosphatase de 
type 1 des plaquettes sanguines est inactivée par clivage protéoly- 
tique sous l'action de la calpaïne, une protéase activée par le Ca*. 
Les systèmes cellulaires de transduction du signal, comme celui 
de l'insuline, sont des systèmes complexes doués de propriétés 
émergentes qui restent imparfaitement comprises. 
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PROBLÈMES 


L. Expliquez les observations suivantes : (a) Lorsqu'on les prive de nourriture, 
des rats thyroïdectomisés peuvent survivre pendant vingt jours alors que, dans les 
mêmes conditions, des rats normaux meurent en moins d'une semaine. (b) Le syn- 
drome de Cushing, qui résulte d'une sécrétion excessive de corticostéroldes, peut être 
causé par une tumeur hypophysaire. (c) Le diabète insipide, qui se caractérise par 
l'élimination continuelle d'urine et une soif insatiable, résulte d'une lésion de l'hy- 
pophyse. (d) Le développement de tumeurs malignes des organes sexuels peut être 
ralenti ou inversé par ablation chirurgicale des gonades et des glandes surrénales. 

2. Comment la présence de l'analogue non hydrolysable du GTP, le 
GDPNP, modifie-t-elle les systèmes de récepteurs AMPc-dépendants ? 

3. Expliquez pourquoi les personnes qui manipulent régulièrement de 
la dynamite (pulpe de bois ou autre substance absorbante imprégnée de 
nitroglycérine) dans leur travail présentent une incidence anormalement 
élevée d'infarctus en fin de semaine. 

4. Un effet secondaire dose-dépendant du sildénafil (Viagra) est la 
perte transitoire de la discrimination du bleu et du vert. Quelle est l'expli- 
cation biochimique de ce phénomène ? 

5. Les rétrovirus porteurs d'oncogènes infectent des cellules de l'hôte 
animal correspondant, mais ne les transforment d'habitude pas. Cependant, 
ces rétrovirus transforment facilement des cellules immortalisées prove- 
nant de ce même organisme. Expliquez. 


6. Expliquez pourquoi des mutations du résidu Arg de G,, qui est 
ADP-ribosylée par la toxine du choléra sont oncogéniques. Pourquoi le 
choléra ne provoque-t-il pas le cancer ? 


7. Les modifications suivantes de Src pourraient-elles être onco- 
géniques ? Expliquez. (a) Délétion ou inactivation du domaine SH3. 
(b) Mutation de Tyr 416 en Phe. (c) Mutation de Tyr 527 en Phe. 
(d) Remplacement des résidus 249 à 253 de Sre par la séquence 
APTMP. 


8. JIP-1 tire son nom du fait que, lorsqu'elle fut identifiée par surex- 
pression en cellules de mammifère, elle semblait agir comme « /NK /nhi- 
bior Protein ». Sur quoi cette observation est-elle fondée ? 


9. Pourquoi la toxine pertussique semble-t-elle inhiber certaines iso- 
zymes de la PLC? Identifiez ces isozymes. 


10. Le pseudosubstrat auto-inluibiteur de la PKC se trouve à son 
extrémité N-terminale, alors que celui de la MLCK (Fig. 18-19) est à 
son extrémité C-terminale. Pour étudier ce phénomène, un collègue pro- 
pose de construire une PKC dont le pseudosubstrat se trouve à son 
extrémité C-terminale avec un bras assez long pour que le pseudosub- 
strat puisse se fixer dans le site actif de l'enzyme. Pensez-vous que cette 
variante de la PKC soit activable ? Expliquez. 
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Le métabolisme se déroule dans des cellules qui sont séparées de 
leur milieu environnant par des membranes plasmiques. De plus, 
les cellules eucaryotes sont compartimentées par des membranes 
intracellulaires qui délimitent les frontières et forment les struc- 
tures internes de leurs différents organites. Le cœur non polaire des 
membranes biologiques les rend très imperméables à la plupart des 
substances ionisées et polaires. de sorte que ces substances ne peu- 
vent traverser les membranes que par l'intermédiaire de protéines 
de transport spécifiques. De telles protéines sont donc indispen- 
sables pour assurer les mouvements transmembranaires d'ions 
comme Na°, K°, Ca**, et CT, et de métabolites comme le pyruvate, 
les acides aminés, les sucres et les nucléotides, et même l'eau 
(malgré la facilité relative de son passage à travers les bicouches ; 
Section 12-2B), Les protéines de transport sont également respon- 
sables de tous les phénomènes biologiques électrochimiques tels 
que la neurotransmission. Dans « ce chapitre. nous étudierons la 


Les transports 
membranaires 


ces systèmes de transports membranaires, en terminant par les 
mécanismes de la neurotransmission. 


1 MB THERMODYNAMIQUE DES 
TRANSPORTS 


Comme déjà vu dans la Section 3-4A, l'énergie libre d'un soluté, 
A. est fonction de sa concentration : 

Gx - GX = RTIn[A] [20.1] 
où G A est le potentiel chimique (l'énergie libre molaire partielle) 
de A (la barre indique la quantité par mole) et G 2’ est le potentiel 
chimique à son état standard, En réalité, cette équation n'est 
valable que pour les solutions idéales: pour les solutions non 
idéales (réelles), les concentrations molaires doivent être rempla- 
cées par les activités (cf. Appendice du Chapitre 3). Dans les solu- 
tions diluées (millimolaires) des expériences en laboratoire, les 
activités sont très proches des valeurs de leurs concentrations 
molaires correspondantes. Cependant, ce n'est pas le cas dans le 
milieu intracellulaire très concentré (Section 3-4C). Comme il est 
difficile de déterminer l'activité d'une substance dans un compar- 
timent celllulaire, nous ferons l'hypothèse simplificatrice, dans les 
calculs qui suivent, que les activités sont égales aux concentrations 
molaires. 


La diffusion d’une substance de part et d'autre d'une mem- 
brane 


A (externe) == A (interne) 


ressemble à un équilibre chimique sur le plan thermodynamique. 
Une différence entre les concentrations de la substance de chaque 
côté d'une membrane génère une différence de potentiel chi- 
mique : 


[A}s 
[A Jour 


Par conséquent, si la concentration de A à l'extérieur de la mem- 
brane est supérieure à la concentration à l’intérieur, AG , qui 
accompagne le transfert de A de l'extérieur vers l'intérieur sera 
négatif et le mouvement spontané de À se fera vers l'intérieur. 
Cependant, si [A] est plus forte à l'intérieur qu'à l'extérieur, AG \ 


AG, = Gilin) — Gi{out) = RT in( ) [202] 


faire que s’il est couplé à un processus exergonique tel que l'hy- 
drolyse de l'ATP, afin que la variation d'énergie libre totale soit 
négative, 


a. Les potentiels de membrane résultent de différences 
de concentration transmembranaire de substances 
ioniques 
Les perméabilités des membranes biologiques à des ions 

comme H*, Na’, K*, CI et Ca”* sont contrôlées par des sys- 

tèmes de transport enfouis dans la membrane, que nous étudic- 
rons plus loin. La différence de charge résultante à travers une 
membrane biologique est à l'origine d'une différence de poten- 
tiel électrique, Ay = w (int.) — y (ext.), où Aw désigne le poten- 

tiel de membrane. Par conséquent, si A est ionisé, l'Ég. [20.2] 

doit être modifiée afin de tenir compte du travail électrique 

nécessaire au transfert d'une mole de A à travers la membrane 
de l'extérieur vers l'intérieur : 


AG, = Rrin( Re 


où Z, est la charge ionique de A; F, la constante de Faraday. 
est la charge portée par une mole d'électrons (96,485 
C : mol°!); et G, s'appelle maintenant le potentiel électro- 
chimique de A. 

Les potentiels de membrane dans les cellules vivantes peuvent 
être mesurés directement avec des microélectrodes. Des valeurs de 
Awy de —-100 mV (intérieur négatif) ne sont pas rares (noter que 1 V 
= 1 J: C°). Ainsi, le dernier terme de l'Ég. [20.3] est souvent 
significatif pour des substances ionisées. 


)+ ZFAY [203] 


2 B CINÉTIQUE ET MÉCANISMES DES 
TRANSPORTS 


La thermodynamique nous renseigne sur le caractère spontané 
d'un système de transport donné mais, comme pour les réactions 
chimiques et enzymatiques, elle ne donne aucune indication quant 
à la vitesse à laquelle se fait le transport. Les analyses cinétiques 
des transports associées à des études de mécanismes ont permis 
néanmoins de caractériser ces processus. Il y a deux types de 
transport : les transports par diffusion passive (ou par simple dif- 
fusion) et les transports facilités. Dans le premier type, le trans- 
port se fait par simple diffusion, alors que le deuxième type néces- 
site l'intervention de protéines de transport spécifiques appelées 

translocases, translocateurs ou encore transpor- 
teurs. Selon la thermodynamique du système, on distingue deux 
catégories de transports facilités : 


1. Le transport facilité passif ou par diffusion facilitée dans 
lequel le flux des molécules spécifiques se fait depuis les fortes 
concentrations vers les faibles concentrations afin d'équilibrer 
leurs gradients de concentration. 


2. Le transport actif où des molécules spécifiques sont trans- 
portées depuis les faibles concentrations vers les fortes concentra- 
tions, c'est-à-dire contre leurs gradients de concentration. Un tel 


processus endergonique doit être couplé à un processus suffisam- 
ment exerconioaue pour le rendre favorable. 
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Dans cette section, nous étudierons la nature des transports par dif- 
fusion passive puis nous les comparerons aux transports par diffu- 
sion facilitée, en prenant les exemples des ionophores, des porines, 
des transporteurs du glucose, et des canaux potassiques. Les trans- 
ports actifs seront étudiés dans les sections suivantes. 


A. Transport par diffusion passive 


La force d'entraînement qui permet le transport par simple diffu- 
sion d'une substance À dans un milieu est le gradient de potentiel 
électrochimique de A. Cette relation s'exprime par l'équation de 
Nernst-Planck : 


Jx = -[A)U,(dG,/dx) [20.4] 


où /, est le flux (vitesse de passage par unité de surface) de A, x 
est l'épaisseur de la membrane, dG ,/dx est le gradient de poten- 
tiel électrochimique de A, et U, est sa mobilité (vitesse par unité 
de force) dans le milieu. En supposant, pour simplifier, que A est 
une molécule non chargée de sorte que G , est donné par l'Ég. 
[20.1], l'équation de Nernst-Planck devient : 


J, = -D,(d{A]/dx) [20.5] 


où D, = RATU, est le coefficient de diffusion de A dans le milieu. 
C'est la première loi de diffusion de Fick selon laquelle une suh- 
stance diffuse dans la direction qui tend à éliminer son gradient de 
concentration, d\AJ/dx, à une vitesse proportionnelle à l'impor- 
tance de ce gradient. 

Pour une membrane d'épaisseur x. l'Éq. [20.5] se résout à 


D 
Ja = [Au — (Alu) = Pa([Alu = [Al) 1206] 


où D, est le coefficient de diffusion de A dans la membrane et P, 
= D,/x est appelé coefficient de perméabilité de la membrane 
pour À. Le coefficient de perméabilité nous renseigne sur la ten- 
dance du soluté à être transféré du solvant aqueux au cœur non 
polaire de la membrane. Il doit donc varier avec le rapport de la 
solubilité du soluté dans un solvant non polaire semblable au cœur 
de la membrane (l'huile d'olive par exemple), sur celle de l'eau, 
une valeur appelée le coefficient de partage du soluté entre les 
deux solvants. Effectivement, le flux de nombreux non électrolytes 
à travers les membranes d'érythrocyte varie de façon linéaire avec 
les différences de concentration de part et d'autre de la membrane, 


Pente = P, 
Ja 


LA Jout — {À Jin 


FIGURE 20-1 Relation linéaire entre le flux de diffusion (7,) et 
dfAl ITA! Là trovers une membrans cominerméahls - «f É4 19n 61 
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FIGURE 20-2 Corrélation entre perméabilité et solubilité dans La 
membrane. Valeurs des coefficients de perméabilité de différentes molé- 
cules organiques dans les membranes plasmiques de l'algue Nire{{a 
mucronata en fonction de leurs coefficients de partage entre l'huile 
d'olive et l'eau (mesure du caractère polaire d'une molécule). Ce tracé 


comme le prévoit l'Ég. [20.6] (Fig. 20-1). De plus, leurs coeffi- 
cients de perméabilité calculés d'après les pentes des graphes 
comme celui de la Fig. 20-1, sont en bon accord avec leurs coef- 
ficients de partage mesurés entre des solvants non polaires et l'eau 
(Fig. 20-2). 


B. Cinétique des transports facilités : transport du 
glucose dans les érythrocytes 


Malgré l'intérêt du modèle précédent qui permet de calculer le 
nombre de molécules qui traversent une membrane par unité de 
temps, de nombreuses combinaisons entre solutés et membranes 
ne respectent pas l'Eq. [20.6]. Dans de tels systèmes, le flux ne 
varie pas de façon linéaire en fonction de la différence de concen- 
tration en soluté de part et d'autre de la membrane (Fig. 20-3); de 
plus, le coefficient de perméabilité du soluté est très supérieur à la 
valeur prévue d'après la valeur de son coefficient de partage. Ce 
résultat signifie que ces solutés sont pris en charge à travers les 
membranes sous forme de complexe avec des molécules transpor- 
teur ; autrement dit, ils font l'objet d'un transport facilité. 

Le système de transport du glucose à travers la membrane des 
érythrocytes fournit un exemple bien caractérisé d’un transport par 
diffusion facilitée : il transporte invariablement le glucose dans le 
sens de son gradient de concentration mais à une vitesse qui ne cor- 
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log-log plus ou moins linéaire indique que la réaction limitante pour l'en- 
trée non facilitée d'une molécule dans une cellule est son passage à tra- 
vers le cœur hydrophobe de la membrane, [D'après des données de Col- 
lander, R., Physiol, Plant. 7, 433-434 (1954).] 


Jen = 1-0 x 105 mM-cm-5"1 
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FIGURE 20-3 Variation du flux de glucose dans des érythrocytes 
humains en fonction de La concentration externe en glucose à 

5°C. Les points noirs sont des valeurs expérimentales et la courbe verte a 
été obtenue par ordinateur à partir de l'Éq. [20.7] avec J,,, = 1,0 x 10% 
mM :em:s" et Ki, = 0,5 mMf. Le flux de glucose non facilité augmente 
de façon linéaire avec la [glucose] (Fig. 20-1) mais ne s'éloignerait guère 
de la ligne de base avec l'échelle utilisée dans ce graphe. [D'après des 
données de Stein, W.D., Movement of Molecules across Membranes, 


throcytaire présente quatre caractéristiques qui distinguent les trans- 
ports facilités des transports par simple diffusion : (1) Vitesse et spé- 
cificité, (2) Cinétique de saturation, (3) Possibilité d'inhibition com- 
pétitive, et (4) Possibilité d'inactivation chimique. Nous allons voir, 
dans les paragraphes suivants, comment se manifestent ces proprié- 
tés en prenant l'exemple du transporteur de glucose érythrocytaire. 


a. Vitesse et spécificité 

Le Tableau 20-1 montre que les coefficients de perméabilité du 
D-glucose et du D-mannitol dans des bicouches synthétiques, et 
celui du D-mannitol dans la membrane de l'érythrocye, concordent 
avec les valeurs calculées d'après les coefficients de diffusion et de 
partage de ces sucres dans l'huile d'olive. Toutefois, le coefficient 
de perméabilité du D-glucose déterminé expérimentalement dans 
la membrane de l'érythrocyte est supérieur de 4 ordres de grandeur 
à la valeur prévue par le calcul. La membrane de l'érythrocyte doit 
donc contenir un système qui transporte le glucose rapidement et 
qui peut distinguer le D-glucose du D-mannitol. 


b. Cinétique de saturation 
Le fait que le transport du glucose dépende de sa concentration 


indique que son flux obéit à la relation : 
Jnsx( A) 
Ja = Ku + [A] [20.7] 


Cette fonction de saturation a une forme hyperbolique familière 
(Fig. 20-3). Nous l’avons déjà vue dans l'équation qui décrit la 
liaison de l'O, à la myoglobine (Ég. [10.4]) et dans l'équation de 
Michaelis-Menten qui décrit les vitesses des réactions enzyma- 
tiques (Éq. (14.24). Comme dans ces équations, K,, peut être 
déterminé expérimentalement comme la concentration en glucose 
pour laquelle le flux de transport est égal à la moitié de sa vitesse 
maximale, J,..,/2. Le fait que le transport de glucose se caracté- 


FIGURE 20-4 Représentation cinétique générale d'un transport 
membranaire, On distingue quatre étapes : liaison, transport, dissocia- 
tion, et retour à l’état initial. T est la protéine de transport dont le site de 
liaison pour le soluté A est situé à un moment donné soit sur le côté 
intérme de la membrane, soit sur son côté externe. 
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TABLEAU 20-1 Coéfficients de perméabilité au D-glucose et au 
D-mannitol de membranes naturelles ou synthétique à 25°C 


Coefficient de perméabilité 
(cm : s”) 
Préparation membranaire D-Glucose D-Mannitol 
Bicouche lipidique synthétique 24 x 10710 4,4 x 107! 
Diffusion non facilitée calculée 4x 10 3 x 10 
Erythrocyte humain intact 2.0 x 10°* 5 x 10 


Source : Jung, C.Y., dans Surgenor, D. (Ed.), The Red Blood Cell, Vol. 2, 
p. 709, Academic Press (1975). 


rise par une cinétique de saturation a fourni la première preuve 
de l'existence d'un nombre de sites spécifiques et saturables dans 
la membrane impliqués dans le transport d'une substance donnée. 

Le mécanisme de transport peut être décrit par une séquence 
cinétique en quatre étapes impliquant liaison, transport, dissocia- 
tion et retour à l'état initial (Fig. 20-4). Les étapes de liaison et de 
dissociation sont équivalentes à la reconnaissance du substrat et à 
la libération d’un produit par une enzyme. Les mécanismes de 
transport et de retour à l'état initial seront étudiés dans la Section 
20-2D. 


c. Possibilité d’inhibition compétitive 

De nombreux composés de structure analogue à celle du D-glu- 
cose inhibent le transport du glucose. Une représentation en double 
inverse (Section 14-2B) du flux de glucose dans les érythrocytes 
en présence ou absence de 6-O-benzyl-D-galactose (Fig. 20-5) 
donne des droites caractéristiques d’une inhibition compétitive du 
transport du glucose (l'inhibition compétitive des enzymes est étu- 
diée dans la Section 14-3A). Le fait qu'il y ait inhibition compéti- 
tive signifie qu'il y a un nombre limité de sites disponibles pour 
faciliter le transport. 


 * j EUR 
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FIGURE 20-5 Représentation en double inverse du flux net de glu- 
cose dans les érythrocytes en présence ou en l'absence de 6-0-benzyl- 
D-galactose. Le tracé obtenu est celui d'une inhibition compétitive. 
{D'après Bamett, J.E.G., Holman, G.D.. Chalkley, R.A. and Munday, 
K.A., Biochem. J. 145, 422 (1975).] 
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d. Possibilité d'inactivation chimique 
Si l'on traite les érythrocytes avec HgCl,, qui réagit avec les 
groupements sulfhydryle des protéines 


RSH + HgCI, — RS—Hg—C1 + HCI 


et inactive ainsi de nombreuses enzymes, le flux de glucose rapide 
et saturable n'est plus assuré et le coefficient de perméabilité est 
voisin de celui du mannitol, La sensibilité du système de transport 
du glucose dans les érythrocytes à des agents modificateurs des 
protéines indique que le système est une protéine. 

L'ensemble des observations ci-dessus signifie que le transport 
de glucose à travers la membrane des érythrocytes est sous la 
dépendance d'un nombre limité de transporteurs protéiques. Cepen- 
dant, avant d'étudier le mécanisme de ce système de transport, nous 
allons voir quelques systèmes plus simples de diffusion facilitée. 


C. lonophores 


La compréhension des transports facilités a été favorisée par 
l'étude des ionophores, substances qui augmentent considérable- 
ment la perméabilité des membranes à certains ions. 


a. Les ionophores peuvent être des transporteurs ou des 

formateurs de canaux 

Les ionophores sont des molécules organiques de différents 
types. beaucoup étant des antibiotiques d'origine bactérienne. Les 
cellules et les organites assurent activement le maintien des gra- 
dients de concentration de plusieurs ions de part et d'autre de leurs 
membranes (Section 20-3A). Les propriétés antibiotiques des 
ionophores viennent de leur tendance à annuler ces gradients de 
concentration Vilaux. 

On distingue deux types d'ionophores : 


L. Les transporteurs, qui augmentent les perméabilités des 
membranes à leur ion spécifique en se liant à lui, en diffusant à 
travers la membrane, et en le libérant de l'autre côté (Fig. 20-6a). 
Pour qu'un transport net soit assuré, l'ionophore non complexé 
doit alors retourner du côté de la membrane d'où il est parti afin 
de répéter le processus. Les transporteurs partagent donc la pro- 
priété commune d'être solubles sous forme de complexes ioniques. 
dans les solvants non polaires. 


2. Les formateurs de canaux, qui forment des canaux trans- 
membranaires ou des pores par lesquels leurs ions spécifiques 
peuvent diffuser (Fig. 20-6b). 


Les deux types d'ionophores transportent les ions à des vitesses 
remarquables, Par exemple, une seule molécule de l'antibiotique 
transporteur valinomycine transporte jusqu'à 10* ions K* par 
seconde à travers une membrane. Les formateurs de canaux sont 
encore plus efficaces ; ainsi, chaque canal membranaire formé par 
l'antibiotique gramicidine A permet le passage de plus de 107 ions 
K° par seconde. Il est clair que la présence de l'un ou l'autre type 
d'ionophore, même en petites quantités, augmente fortement la 
perméabilité d'une membrane pour les ions spécifiques transportés. 
Cependant, puisque les ionophores permettent la diffusion passive 
d'ions à travers une membrane dans les deux directions, leur pré- 
sence a pour effet d'équilibrer les concentrations des ions pour les- 
quels ils sont spécifiques de part et d'autre d'une membrane. 

Il est facile de distinguer expérimentalement transporteurs et 
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FIGURE 20-6 Modes de transport des ions par les ionophores. (a) 
Les ionophores transporteurs transportent les ions par diffusion à travers 
la bicouche lipidique. (b) Les ionophores formateurs de canaux forment 
un canal transmembranaire par lequel les ions peuvent diffuser. 


température, Les transporteurs doivent diffuser librement à travers 
la membrane. Par conséquent, en refroidissant une membrane en 
dessous de sa température de transition (la température en dessous 
de laquelle elle prend une consistance de type gel solide ; Section 
12-2C) on élimine pratiquement sa perméabilité ionique dépendant 
de transporteurs. Par contre, la perméabilité de la membrane due à 
la présence de formateurs de canaux est presque insensible à la 
température car, une fois en place, les formateurs de canaux n'ont 
pas besoin de se déplacer pour assurer le transport d'ions. 


b. Le complexe K°-Valinomycine est polaire à l’intérieur et 

hydrophobe à l'extérieur 

La valinomycine, peut-être le ionophore transporteur le mieux 
caractérisé, se lie spécifiquement à l'ion K* et à l'ion Rb* (ce der- 
nier n'a pas d'intérêt biologique). C’est un depsipeptide cyclique 
qui contient des résidus d'acides aminés D et L (Fig. 20-7 ; un dep- 
sipeptide présente des liaisons esters ainsi que des liaisons pepti- 
diques). La structure par rayons X du complexe valinomycine-K* 
(Fig. 20-8a) montre que l'ion K° est à l'intérieur d'un octaèdre où 
il établit six liaisons de coordinence avec les groupements carbo- 
nyle de ses 6 résidus Val, qui forment également ses liaisons esters. 
Le squelette cyclique, maintenu par des liaisons hydrogène intra- 
moléculaires, de la valinomycine, s'enroule en zigzag autour de la 
sphère de coordination de K* comme un bracelet souple. Ses 
chaînes latérales méthyle et isopropyle se projettent à l'extérieur 
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FIGURE 20-7 La valinomycine. Ce depsipeptide cyclique (présence, à 
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FIGURE 20-8 Structures par rayons X de La valinomycine. (a) Le 
complexe avec K*. Les six atomes d'oxygène qui forment un complexe 
octaédrique avec l'ion K* sont d'un rouge plus foncé que les autres 
atomes d'oxygène. [D'après Neupert-Laves, K. and Dobler, M.. He/r: 
Chim. Acta 58, 439 (1975).] (b) Valinomycine non complexée, [D'après 
Smith, G.D., Duax, W.L., Langs, D.A., DeTitta. G.T., Edmonds. R.C.. 
Rohrer, D.C., and Wecks, C.M., J. Am. Chem. Soc. 97, 7242 (1975).] Les 
atomes d'hydrogène ne sont pas représentés, 


du bracelet, formant ainsi une enveloppe externe hydrophobe 
autour du complexe sphéroïde, ce qui le rend soluble dans les sol- 
vants non polaires ainsi que dans le cœur hydrophobe des 
bicouches lipidiques. La valinomycine non complexée (Fig. 20-8h) 
présente une conformation plus ouverte que la forme complexée 
avec K*, ce qui, sans doute, facilite sa liaison rapide avec K*. 

K* (rayon ionique, r = 1,33 À) et Rb* (r = 1,49 À) s'encastrent 
parfaitement à l’intérieur du site de coordination de la valinomy- 
cine. Cependant, la rigidité de la valinomycine rend ce site trop 
grand pour loger correctement Na‘ (r = 0,95 À) ou Li‘ (r = 0,60 À): 


autrement dit lac cix atomes d'avvoène dec ormunmemente carbo- 
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nyle de la valinomycine ne peuvent pas établir simultanément des 
liaisons de coordinence avec ces ions. Ceux-ci se complexent 
beaucoup plus facilement avec l'eau qu'avec la valinomycine, car 
le complexe avec l'eau est thermodynamiquement plus favorable. 
Cela explique que la valinomycine ait une affinité de liaison 10 000 
fois supérieure pour K° que pour Na°. En réalité, on ne connaît pas 
d'autre substance qui distingue aussi nettement Na° de K*, 

L'ionophore monensine (Fig. 20-9a), acide carboxylique poly- 
éther linéaire qui se lie aux ions Na’, est chimiquement différent 
de la valinomycine. Cependant, l'analyse par rayons X a montré 
que le complexe monensine-Na* présente les mêmes caractéris- 
tiques générales que le complexe valinomycine-K*, l'ion Na* se 
trouvant à l'intérieur d'un octaèdre de coordination de la monen- 
sine, et donc enveloppé dans une structure non polaire 
(Fig. 20-9b). D'autres ionophores transporteurs présentent des 
caractéristiques analogues. 


c. La gramicidine A forme des canaux hélicoïdaux 
transmembranaires 
La gramicidine A, isolée de Bacillus brevis, est un ionophore 
qui forme des canaux permettant le passage de protons et de 
cations alcalins, mais qui est bloqué par les ions Ca”. C'est un 
polypeptide linéaire de 15 résidus où alternent des D- et L-ami- 


{a) CH; 


FIGURE 20-9 La monensine. (a) Formule développée avec les six 
atomes d'oxygène qui forment un complexe octaédrique avec Na° repré- 
sentés en rouge. (b) La structure par rayons X du complexe avec Na° (les 
atomes d'hydrogène ne sont pas représentés). [D'après Duax, WL., 
Comith GD. and Strone PD 1 Am Chem Sox 102 6778 (IORN) | 


732 Chapitre 20. Les transports membranaires 


noacides et dont l'extrémité N-terminale est bloquée par un grou- 
pement formyle et l'extrémité C-terminale forme une liaison 
amide avec de l'éthanolamine (Fig. 20-10). Noter que tous ses rési- 
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FIGURE 20-10 La gramicidine A. Ce polypeptide est formée de 15 
résidus de D- et L-aminoacides en alternance et ses extrémités N- et 
Cerminales sont bloquées. 


FIGURE 20-11 Structure par RMN de la gramicidine A enfouie 
dans une bicouche de dimyristoyl phosphatidylcholine. (a) Vue à 
partir de l’intérieur de la bicouche dans le sens de l'axe d'ordre 2 de 
l'hélice homodimérique, Le polypeptide est représenté en modèle éclaté 
et est coloré selon le type d'atome (N en bleu, O en rouge et N en 
vert, excepté pour les C des chaînes latérales de résidus Trp qui sont 
en magenta), Les rubans en bleu-vert et en doré indiquent les trajets 
en hélice empruntés par les squelettes polypeptidiques supérieur et 
inférieur, Les liaisons hydrogène sont représentées par des lignes 
grises. Les atomes d'hydrogène ont été omis pour simplifier, L'hélice 
(environ 25 À de long) est de pas à droite avec 6,5 résidus par tour. 


dus sont hydrophobes comme il se doit pour un petit polypeptide 
transmembranaire. Des études par RMN et par rayons X ont mon- 
tré que la gramicidine À se dimérise selon une disposition en tête- 
à-tête pour former un canal transmembranaire (Fig. 20-1la). 
L'obtention d'un canal à ions fonctionnel en réunissant, par liai- 
sons croisées, les extrémités N-terminales de deux molécules de 
gramicidine À confirme cette disposition transmembranaire, De 
plus, l’activité du canal est abolie par l'introduction d'un résidu 
chargé à l'extrémité N-terminale de la gramicidine A, mais elle 
persiste si un tel résidu est ajouté à l'extrémité C-terminale. 

Le canal de la gramicidine A a été appelé hélice B car il res- 
semble à un feuillet B parallèle enroulé. Selon ce modèle, les grou- 
pements N—H successifs du squelette pointent alternativement 
vers le haut et vers le bas de l’hélice pour établir des liaisons hydro- 
gène avec les groupements carbonyle du squelette (Fig. 20-1 La). 
L'altemance de ses résidus L- et D- aminoacides permet aux chaînes 
latérales de l'hélice B de tapisser sa périphérie, conférant ainsi à la 
surface extérieure de l’hélice le caractère hydrophobe indispen- 
sable (se rappeler que dans un feuillet B où tous les résidus d'acides 
aminés sont de la série L, les chaînes latérales se projettent alterna- 
tivement de chaque côté du feuillet ; Fig. 8-17). Les groupements 
polaires du squelette bordent ainsi le canal central (Fig. 20-11b), ce 
qui facilite le passage des ions. Les quatre chaînes latérales Trp de 
la moitié C-terminale de chaque polypeptide sont orientées avec 
leurs groupements polaires N—H dirigés vers la surface de la 
bicouche, ce qui dispose l'hélice dimérique perpendiculairement à 
la bicouche. Le remplacement de ces résidus Trp par des Phe dimi- 
nue significativement la stabilité de l'hélice B et donc la conducti- 


les configurations en alternance D et L des résidus d'acide aminé per- 
mettent à des groupements successifs N-H et C=O de pointer en 
directions opposées le long de l'axe de l'hélice. Noter que tous les 
groupements N-H du squelette qui ne projettent pas à partir du 
sommet ou du bas de l’hélice forment des liaisons hydrogène soit 
intra- soit intermoléculaires. (b) Vue perpendiculaire au plan de la 
bicouche (rotation de 90° autour de l'axe horizontal par rapport à la 
Partie a). Le pore cylindrique de 4 À de diamètre qui parcourt le 
dimère hélicoïdal est bordé de tous les groupements polaires du sque- 
lette du polypeptide et est assez large pour laisser passer les cations 
alcalins métalliques. [D'après une structure par RMN due à Timothy 


vité du canal. Noter que la gramicidine A exerce une fonction simi- 
laire à celle de toxines qui forment des canaux mais sont beaucoup 
plus complexes, comme l'&-hémolysine (Section 12-3G), bien que 
cette dernière possède un pore beaucoup plus large et ne puisse 
donc distinguer des ions différents. 


D. La maltoporine : base structurale de la 
discrimination des sucres 


Les porines sont des protéines transmembranaires homotrimé- 
riques qui facilitent le transport de petites molécules et d'ions à 
travers les membranes externes des bactéries Gram négatif et des 
mitochondries. Chaque sous-unité est formée principalement d'un 
tonneau B comportant de 16 à 22 segments antiparallèles qui 
constitue un canal accessible au solvant dans le sens de l'axe du 
tonneau (Section 12-3A). Dans la porine d'E, coli OmpF (Fig. 12- 
27), ce canal long d'environ 50 À se resserre en son centre pour 
prendre la forme d’un pore en ellipse de section transversale mini- 
mum de 7 x 11 À. Par conséquent, des solutés de plus de 600 D 
environ sont trop volumineux pour passer par ce canal. 

La maltoporine est une porine bactérienne qui facilite la dif- 
fusion des maltodextrines [oligosaccharides d'unités glucose 
unies par liaisons a 1—>4) résultant de la dégradation de l'amidon ; 
p.ex ; le maltose (Fig. 11-12)]. La structure par rayons X de la mal- 
toporine d'E. coli (Fig. 20-12), déterminée par Tilman Schirmer, 
montre qu'elle ressemble à celle de la porine OmpF (Fig. 12-27), 
sauf que le canal de transport de chaque sous-unité est entouré 
d'un tonneau B comportant 18 segments plutôt que 16. Trois 
longues boucles provenant de la face extracellulaire de chaque 
sous-unité de maltoporine se replient à l'intérieur du tonneau, ce 
qui, à hauteur du centre de la membrane, ramène à environ 5 À 
(ceci est nettement plus petit que l'ouverture d'OmpF) le diamètre 
du canal, lequel montre en coupe la forme d'un sablier. Un côté du 
canal est tapissé de six chaînes aromatiques contigües disposées en 
une hélice de pas à gauche qui correspond à la courbure hélicoï- 
dale de pas à gauche de l'œ-amylose (Fig. 11-17). Cette « glissoire 
lubrifiée » va de l'entrée du canal, via son étroiture, jusqu'à sa sor- 
tie dans le périplasme. 

La manière dont les oligosaccharides interagissent avec la mal- 
toporine a été étudiée en déterminant les structures par rayons X 
de la maltoporine en complexe avec les maltodextrines Glc, (mal- 
tose), Glc;, ou Glc,, ou encore avec le saccharose (un disaccharide 
glucose-fructose ; Fig. 11-12), Deux molécules de Glc,, une de 
Gle;, et un segment Glc, de Glc, occupent le canal de la maltopo- 
rine en contact avec la glissoire et en épousant la forme de celle- 
ci. Ainsi, les faces hydrophobes des résidus glycosyle de la malto- 
dextrine s'empilent sur des chaînes latérales aromatiques, comme 
on l’observe fréquemment dans les complexes entre sucres et pro- 
téines. Les groupements hydroxyle du glucose, qui sont disposés 
en deux bandes le long des arêtes opposées des maltodextrines, 
établissent de nombreuses liaisons hydrogène avec les chaînes 
latérales polaires qui bordent ces bandes. Six de ces sept chaînes 
latérales polaires sont chargées, ce qui renforce probablement ces 
liaisons hydrogène, comme on l’a aussi observé dans les com- 
plexes entre sucres et protéines. Tyr 118, qui fait protrusion dans 
le canal du côté opposé à la glissoire, agirait comme barrière sté- 
rique ne permettant le passage que de groupements quasi plans tels 
que des résidus glycosyle. Ainsi, le saccharose, en forme de cro- 
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FIGURE 20-12 Structure par rayons X d'une sous-unité de La malto- 
porine d'E, coli complexée à une maltodextrine de 6 unités glucosyle 
(Glc,). La structure est vue de l'intérieur de la membrane externe de 1a 
bactérie avec sa face extracellulaire vers le haut. Le squelette du polypep- 
tide est représenté par un ruban à plusieurs brins (leu-vert), Les unités 
Gke, (on ne peut voir ici que 5 unités glucosyles) et les chaînes latérales 
aromatiques qui bordent la région rétrécie du canal transporteur situé au 
centre de la protéine sont représentées en modèle compact et colorées 
selon le type d'atome (N en bleu, O en rouge, les C des chaînes latérales 
de la protéine en doré, et les C des unités glucosyle en vert). Noter la 
courbure hélicoïdale prononcée, de pas à gauche, de l'unité Gic,,. La 

« glissoire lubrifiée », constituée des chaines latérales aromatiques de 6 
résidus (W74" provient d'une boucle en surplomb appartenant à une sous- 
unité adjacente), épouse étroitement cette forme, La chaîne latérale de 
YLIS fait protrusion dans le canal à l'opposé de la glissoire lubrifiée de 
sorte à ne permettre que le passage de groupements quasi plans tels que 
les résidus glucosyle, Les groupements hydroxyle de la maltodextrine 
sont disposés en deux bandes (dont une seule est représentée ici) qui bor- 
dent la glissoire lubrifiée et établissent un vaste réseau de liaisons hydro- 
gène essenticilement avec des chaînes latérales chargées (non montré). 
[D'après une structure par rayons X due à Tilman Schirmer, Université 
de Bâle, Suisse, PDBid IMPO.] 


à cette dernière avec seul son résidu glucose inséré dans la partie 
rétrécie du canal et son volumineux résidu fructose se prolongeant 
dans le vestibule extracellulaire. 

Les structures ci-dessus suggèrent un modèle pour le transport 
sélectif de maltodextrines par la maltoporine. Au début du proces- 
sus de translocation, le résidu glycosyle entrant interagit avec l'ex- 
trémité facilement accessible de la glissoire dans le vestibule extra- 
cellulaire du canal. La progression de la maltodextrine dans ce 
canal en hélice exige qu'elle se comporte comme une vis dans un 
écrou pour préserver la structure hélicoïdale de cet oligosaccaha- 
ride, ce qui exclut les molécules de taille comparable mais de 
forme différente. Il est peu probable que le processus de translo- 
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pements polaires dans l'étroiture du canal qui permettent un 
échange continu de liaisons hydrogène lors du passage de la mal- 
todextrine dans ce rétrécissement. On peut donc considérer la mal- 
toporine comme une enzyme qui catalyse la translocation de son 
substrat d'un compartiment à un autre, 


E. Transport du glucose par diffusion facilitée 


Le transporteur de glucose des érythrocytes humains est une gly- 
coprotéine de 492 résidus qui, d'après l'analyse de l'hydropathie 
de séquence (Sections 8-4C et 12-3A), présente 12 hélices & tra- 
versant la membrane (Fig. 20-13) qui formeraient un cylindre 
hydrophobe, Cinq de ces hélices (3, 5, 7, 8, 11) sont amphipa- 
thiques et constituent vraisemblablement un canal hydrophile par 
lequel le glucose est transporté, Un domaine fortement chargé de 
66 résidus, situé entre les hélices 6 et 7, ainsi qu'un domaine C-ter- 
minal de 43 résidus occupent le cytoplasme, tandis qu'un domaine 
de 34 résidus, porteur de groupements oligosaccharidiques, situé 
entre les hélices 1 et 2, est à l'extérieur. Le transporteur de glu- 
cose représente 2 % des protéines membranaires de |” 

et correspond à la bande 4,5 des gels en SDS-PAGE des mem- 
branes d'érythrocytes (Section 12-3D: il n'apparaît pas dans 
l'électrophorégramme de la Fig. 12-36 en raison de l'hétérogénéité 
de ses motifs oligosaccharidiques qui rend floue la bande pro- 
téique). 


a. Le transport du glucose fait intervenir un mécanisme de 

« pore à soupape » 

Le transporteur de glucose de l'érythrocyte possède des sites de 
liaison du glucose des deux côtés de la membrane de l'érythrocyte 
mais ces sites ont des exigences stériques différentes. John Barnett 
a montré que le 1-propylglucose ne se fixe pas à la face extracel- 
lulaire du transporteur de glucose de l'érythrocyte mais se fixe du 
côté cytoplasmique, alors que c'est l'inverse pour le 6-propylglu- 
cose, Il a donc proposé que le transporteur de glucose présente 
deux conformations alternées : l'une dont le site de liaison au glu- 
cose est exposé sur la face externe de la membrane, qui nécessite 
un contact avec OT, laissant O6 libre, l'autre avec le site de liaison 
au glucose exposé sur la face interne de la membrane, qui établit 
un contact avec O6, laissant O1 libre (Fig. 20-14). Le transport se 
ferait par liaison du glucose à la protéine d'un côté de la mem- 


FIGURE 20-13 Prédictions de structure secondaire et d'orientation 


brane, suivie d'un changement conformationnel qui fermerait le 
premier site tout en exposant le deuxième. Le glucose se dissocie- 
rait alors de la protéine après avoir traversé la membrane. Le cycle 
du transport de ce « pore à soupape » s'achèverait par le retour du 
transporteur de glucose à sa conformation initiale en l'absence de 
glucose, Ce cycle pouvant s'effectuer dans les deux directions, le 
transport de glucose se fera dans le sens de son gradient de concen- 
tration. Le transporteur de glucose fournit donc le moyen d'équi- 
librer les concentrations en glucose de part et d'autre de la mem- 
brane de l'érythrocyte sans perte concomitante de petites 
molécules ou d'ions, 


b. Plusieurs types de transporteur de glucose sont 

exprimés chez les eucaryotes 

Le transporteur de glucose des érythrocytes, appelé aussi 
GLUTI, a une séquence en acides aminés très conservée (98 % 
d'identité de séquence entre l'homme et le rat), ce qui suggère que 
tous les segments de cette protéine sont fonctionnellement impor- 
tants. GLUTI est exprimé dans la plupart des tissus, bien que dans 
le foie et les muscles, tissus particulièrement actifs dans le transport 
de glucose, il ne soit présent qu'en quantités infimes. Trois autres 
transporteurs de glucose, GLUT2, GLUT3 et GLUT4, ont été 
caractérisés (GLUTS a d'abord été pris pour un transporteur de 
glucose, mais s'est avéré être un transporteur de fructose). Ils pré- 
sentent de 40 à 65 % d'identité avec GLUT I, mais ont une distribu- 
tion tissulaire différente, Par exemple, GLUT2 est prédominant 
dans les cellules B du pancréas (qui sécrète l'insuline en réponse à 
une élévation de la glycémie; Section 18-3F) et le foie (où son 
absence provoque des symptômes qui ressemblent à ceux de la 
maladie de stockage de glycogène de Type 1: Section 18-4), alors 
que GLUTA se trouve principalement dans les cellules musculaires 
et les adipocytes. Noter que la distribution tissulaire de ces trans- 


FIGURE 20-14 Modèle de conformations en alternance pour le trans- 
port du glucose. Un tel système est aussi appelé « pore à soupape ». 
{D'après Baldwin, S.A. and Lienhard, G.E.. Trends Biochem, Sci, 6, 210 


porteurs de glucose est en accord avec la réponse de ces tissus à 
l'insuline : le foie est insensible à l'insuline (le rôle du foie, entre 
autres, est de maintenir la glycémie constante; Section 18-3F), 
tandis que les cellules musculaires et les adipocytes consomment 
du glucose quand elles sont stimulées par l'insuline. De nouveaux 
membres de la famille GLUT (jusqu'à GLUT12) ont été identifiés 
dans différents tissus, mais ils restent à caractériser. 


c. Le captage du glucose par la cellule est régulée par 
exocytose/endocytose, sensible à l'insuline, des 
transporteurs de glucose 
L'insuline stimule le captage de glucose par les adipocytes et 

les cellules musculaires. Moins de 15 min après administration 

d'insuline, le Z., du transport de glucose par diffusion facilitée 
augmente de 6 à 12 fois, alors que le K,, reste constant. Après 
retrait de l'insuline, la vitesse d'absorption du glucose revient à la 
normale dans un temps compris entre 20 min et 2 h, selon les 
conditions. Ni l'augmentation, ni la diminution de la vitesse de 
transport du glucose ne sont affectées par la présence d'inhibiteurs 
de la synthèse protéique, ce qui signifie que ces observations ne 
s'expliquent pas par la synthèse de nouvelles molécules de trans- 

de glucose ou de protéines qui l'inhiberaient. Comment 
l'insuline régule-t-elle donc le transport du glucose ? 

Les cellules musculaires et les adipocytes au repos séquestrent 
la plupart de leurs transporteurs de glucose dans des vésicules 
membraneuses internes. Après stimulation par l'insuline, ces vési- 
cules fusionnent avec la membrane plasmique par le processus 
d'exocytose (Fig. 20-15). L'augmentation du nombre de transpor- 
teurs de glucose (GLUT4) à la surface cellulaire qui en résulte se 
traduit par une augmentation proportionnelle de l'entrée du glu- 
cose dans ces cellules. Lorsqu'il n’y a plus d'insuline, le proces- 
sus est inversé par endocytose des transporteurs de glucose inté- 
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grés dans la membrane plasmique. La délétion ou la mutation des 
huit résidus N-terminaux de GLUT4, en particulier Phe 5, entraîne 
l'accumulation du transporteur dans la membrane plasmique. 
Manifestement, le segment N-terminal de GLUT4 permet à la 
machinerie de l'endocytose cellulaire de le séquestrer, mais on 
connaît mal la manière dont l'insuline contrôle ce système, qui 
rend compte de la plupart des effets de l'insuline sur les cellules 
musculaires et adipeuses. Des recherches récentes montrent cepen- 
dant que ce mécanisme d'exocytose implique une cascade de phos- 
phorylations sur tyrosine déclenchée par la liaison de l'insuline à 
son récepteur (Sections 19-3A et 19-4F) et qui inclut l'activation 
de la phospho-inositide 3-kinase (PL3K ; Section 19-4D) ainsi que 
la fusion vésiculaire (Section 12-4D). 


F. Canaux potassiques : discrimination des ions 


Les ions potassium diffusent du cytoplasme (où [K*] > 100 mM) 
vers l'espace extracellulaire (où [K*] < 5 mM) à travers des pro- 
téines transmembranaires connues sous le nom de canaux potas- 
siques. Ce phénomène sous-tend de nombreux processus biolo- 
giques importants, dont le maintien de l'équilibre osmotique des 
cellules, la transmission de l'influx nerveux (Section 20-5) et la 
transduction du signal (Chapitre 19). Bien qu'il existe une variété 
de canaux potassiques différents, même au sein d'un organisme 
donné, tous ont des séquences semblables et des caractéristiques 
de perméabilité comparables, et surtout sont au moins 10 000 fois 
plus perméables à K* qu'à Na*. Une telle sélectivité (pratiquement 
la même que celle de la valinomycine : Section 20-2C) suppose 
des interactions de forte énergie entre K° et la protéine. Comment 
dès lors le canal potassique peut-il maintenir une vitesse de pas- 
sage proche de celle de la diffusion, à savoir 10° ions par seconde 
(donc 10% fois plus que pour la valinomycine) ? 


FIGURE 20-15 Régulation de l'entrée du glucose dans les cellules 
musculaires et les adipocytes. Ce processus résulte de l'exocytose, sti- 
mulée par l'insuline (le contraire de l'endocytose ; Section 12-$B), de 
vésicules membraneuses contenant des transporteurs de glucose GLUT4 
(à gauche). En l'absence d'insuline, le processus s'inverse par endocy- 
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a. La structure par rayons X de KcsA explique la 

sélectivité des canaux potassiques 

KesA, le canal potassique de Srreptomyces lividans, est un 
tétramère de sous-unités identiques de 158 résidus. La structure 
par rayons X de son segment N-terminal de 125 résidus, détermi- 
née par Roderick McKinnon, montre que chaque sous-unité KcsA 
forme deux hélices transmembranaires quasi parallèles inclinées 
d'environ 25° par rapport à la perpendiculaire au plan de la mem- 
brane et qui sont reliées par une région formant pore d'environ 20 
résidus (Fig. 20-164). Comme pour tous les autres canaux potas- 
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FIGURE 20-16 Structure par rayons X du canal potassique 

KesA. (a) Diagramme en ruban du tétrunère vu de l'intérieur du plan de 
la membrane, le cytoplasme étant vers le bas et la région extracellulaire 
vers le haut, L'axe de rotation d'ordre 4 de la protéine est vertical et cha- 
cune des quatre sous-unités identiques est de couleur différente. 

{h) Schéma en coupe vu comme en à où le canal potassique est repré- 
senté par su surface accessible au solvant, La surface est colorée selon 
ses propriétés physiques, avec les zones chargées négativement en rouge, 
non chargées en blanc, chargées positivement en bleu, et les régions 
hydrophobes du pore central en jaune, Les ions K°* sont représentés par 
des sphères vertes. (c) Diagramme schématique montrant comment le 
canal potassique stabilise un cation au centre de la membrane. La cavité 
aqueuse du pore central (dont le diamètre est de 10 À), laquelle contient 
environ 50 molécules d'eau, stabilise un ion K° (sphères vertes) au sein 
de la membrane, par ailleurs hydrophobe. De plus, toutes les extrémités 
Cerminales des hélices du pore (rouge) pointent vers l'ion K°, le stabili- 
sant ainsi électrostatiquement via leurs moments dipolaires (une hélice « 
possède un fort moment dipolaire dont l'extrémité négative pointe vers 
l'extrémité C-1erminale de l'hélice car tous les dipoles des groupements 
carbonyle et NH qui la composent sont parallèles à l'axe de l'hélice, 


siques connus, quatre sous-unités de ce type s'associent pour for- 
mer un assemblage d'une symétrie de rotation d'ordre quatre 
entourant un pore central. Les quatre hélices internes (C-termi- 
nales), qui constituent l'essentiel du pore, s'empilent près du côté 
cytoplasmique de la membrane, un peu comme les perches d'un 
«tipi» inversé. Les quatre hélices externes, qui font face à la 
bicouche lipidique, viennent étayer les hélices internes, mais sans 
entrer en contact avec les hélices externes adjacentes, Les régions 
du pore, dont chacune comprend une «tourelle », une hélice du 
pore, et un filtre de sélectivité, occupent l'extrémité du tipi ouverte 


tb) 
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Fig. 8-11). Cet effet est amplifié par la faible constante diélectrique qui 
règne au centre de l'intérieur de la membrane. Des calculs d'électrosta- 
tique montrent que la cavité est conçue pour stabiliser au maximum les 
cations monovalents. [Avec la permission de Roderick MacKinnon, Roc- 


a 


du côté extracellulaire, les hélices du pore venant se loger entre ses 
perches. On voit dans le pore central plusieurs ions K° et molé- 
cules d'eau ordonnées (Fig. 20-16b et 20-17a). 

Le pore central, dont la longueur est de 45 À, a une largeur 
variable. Il commence, du côté cytoplasmique (Fig. 20-16b, en 
bas), par un tunnel de 18 À de long et de -6 À de diamètre, appelé 
pore interne, dont l'entrée est bordée de quatre chaînes latérales 
anioniques qui vraisemblablement permettent l'exclusion des 


100 


; lac #. 


FIGURE 20-17 Parties du canal potassique KesA responsables de sa 
sélectivité ionique vues comme dans la Fig. 20-16. (a) Structure par 
rayons X des résidus constituant la cavité (en bas) et le filtre de sélecti- 
vité (en haut), les sous-unités à l'avant-plan et à l'arrière ayant été 
omises pour plus de clarté, Les atomes sont colorés selon le type, avec C 
en jaune, N en bleu, O en rouge, et les ions K° représentés par des 
sphères vertes, Les atomes O de l'eau et de lu protéine qui lient les ions 
K°, y compris ceux provenant des sous-unités non montrées, sont repré- 
sentés par des sphères rouges, Les polyèdres de coordination formés par 
ces atinmee (Ù ennt ecmiicefée nur cle finee once Hianchee (h et rh Deux 
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anions (zone en rouge au bas de la Fig. 20-16b). Le pore interne 
s’élargit alors pour former une cavité de -10 À de diamètre. Ces 
deux régions du pore central sont assez larges pour qu'un ion K* 
puisse les traverser dans son état hydraté. Cependant, le diamètre 
de la partie supérieure du pore, nommée filtre de sélectivité, se 
réduit à 3 À, ce qui force l'ion K* en transit à abandonner les molé- 
cules d'eau qui l'hydratent. Les parois du pore interne et de la 
cavité sont tapissées de groupements hydrophobes interagissant 
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états du filtre de sélectivité pour la liaison de K*, dont lu superposition 
est censée rendre compte de la densité électronique observée dans la 
structure par rayons X de KcsA. Les atomes sont colorés comme dans la 
Partie &. Noter que les ions K* occupant le filtre de sélectivité se trouvent 
parmi des molécules d'eau et que l'ion K° situé juste au dessus du filtre 
de sélectivité dans la Partie b est plus haut par rapport à la protéine que 
dans la Partie c. Ces ions se suivent donc à distance constante lors de 
leur passage à travers le filtre de sélectivité, [Partie a fondée sur une 
structure par rayons X due à Roderick MacKinnon, Rockefeller Univer- 
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peu avec les ions qui y diffusent (zone en jaune du pore dans la Fig. 
20-16b). Cependant, le filtre de sélectivité (zone en rouge du pore 
au sommet de la Fig. 20-16b) est bordé d'oxygènes de carbonyles, 
très rapprochés, qui appartiennent à des chaînes principales de rési- 
dus (sommet de la Fig. 20-17a) très conservés dans tous les canaux 
potassiques (TVGYG, leur séquence signature) et dont la mutation 
perturbe la capacité du canal à distinguer K° de Na°. 

Quelle est la fonction de la cavité ? D'après des calculs d'éner- 
gie, un ion qui se déplace à travers un pore transmembranaire étroit 
doit surmonter une barrière énergétique qui est maximum au centre 
de la membrane, L'existence de la cavité réduit cette déstabilisa- 
tion électrostatique en entourant l'ion de molécules d'eau polari- 
sables (Fig. 20-16c). De plus, les extrémités C-terminales des 
quatre hélices du pore pointent directement au centre de la cavité 
de sorte que les dipoles des hélices imposent à la cavité un poten- 
tiel électrostatique négatif qui abaisse la barrière électrostatique 
rencontrée par le cation traversant la bicouche lipidique. 

On peut voir que l'ion K° occupant la cavité est en liaison avec 
8 molécules d'eau ordonnées situées aux coins d'un antiprisme 
carré (cube dont une face a subi une rotation de 45° par rapport à 
la face opposée) au centre duquel se trouve l'ion K° (Fig. 20-17a, 
en bas). On savait qu'en solution aqueuse l'ion K* présente une 
telle enveloppe interne d'hydratation, mais elle n'avait jamais été 
observée directement. Bien que l'ion K* se trouve précisément au 
centre de la cavité. les molécules d'eau qui s’y fixent ne sont pas 
en contact de van der Waals avec les parois de la cavité, En fait 
celle-ci peut héberger environ 40 molécules d'eau supplémentaires 
mais on ne les voit pas dans la structure par rayons X car elles sont 
désorganisées. Ce désordre découle du fait que la cavité est tapis- 
sée de groupements hydrophobes (principalement les chaînes laté- 
rales de Ile 100 et de Phe 103: Fig. 20-17a) qui n'interagissent que 
faiblement avec les molécules d'eau et permettent donc à celles-ci 
d'interagir librement avec l'ion K* de sorte à former une enveloppe 
d'hydratation externe, Par quoi l'ion K° hydraté est-il donne main- 
tenu en place ? Il semble que ce soit par des liaisons hydrogène très 
faibles impliquant des groupements protéiques tels que l'hy- 
droxyle de Thr 107 et peut-être des atomes O de carbonyles des 
hélices du pore et des hélices internes. L'absence d'un tel com- 
plexe d'hydratation ordonné lorsque c'est Na° et non K* qui 
occupe la cavité traduit bien la correspondance géométrique pré- 
cise entre le K* hydraté et la cavité (les rayons ioniques de Na° et 
de K° sont respectivement de 0,95 et 1,33 À. C'est ainsi que la 
cavité procure une concentration effective élevée de K* (-2M) au 
centre de la membrane et place l'ion K° dans l'axe du pore afin 
qu'il entre directement dans le filtre de sélectivité. 

Comment le canal potassique peut-il si bien distinguer l'ion K* 
de l'ion Na° ? Les atomes O des chaînes principales qui tapissent 
le filtre de sélectivité forment un empilement d'anneaux (Fig. 20- 
17a. en haut) qui fournissent une série de sites de coordinence rap- 
prochés et de dimensions adéquates pour les ions K* déshydratés 
mais pas pour les ions Na’. lesquels sont plus petits. La structure 
de la protéine là où elle entoure le filtre de sélectivité suggère que 
le diamètre du pore est rigoureusement maintenu. Ceci élève 
considérablement l'énergie. dans le filtre de sélectivité, d'un Na* 
déshydraté par rapport à celle d'un Na hydraté, et rend ainsi 
compte de la haute sélectivité du canal potassique pour les ions K*, 

Puisque le filtre de sélectivité semble conçu pour fixer spécifi- 
quement les ions K°, comment peut-il laisser passer ces ions à une 
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montrée à la Fig. 20-17a) on croit observer 4 ions K° dans le filtre 
de sélectivité et deux autres juste à sa sortie du côté extracellulaire. 
Des ions positifs si rapprochés devraient se repousser fortement et 
représenter une situation de haute énergie. Cependant, plusieurs 
données suggèrent que cette structure correspond en fait à la 
superposition de deux groupes d'ions K*, l'un avec les ions K* tout 
en haut dans la Fig. 20-17a et en positions 1 et 3 dans le filtre de 
sélectivité (Fig. 20-17b), et l'autre avec les ions K* en deuxième 
position à partir du sommet dans la Fig. 20-17a et en positions 2 
et 4 dans le filtre de sélectivité (Fig. 20-17c; les structures par 
rayons X peuvent montrer des atomes en superposition car elles 
correspondent aux moyennes de nombreuses mailles du réseau 
cristallin). À l'intérieur du filtre de sélectivité, les positions non 
occupées par des ions K* le sont par des molécules d'eau qui fixent 
des ions K° voisins par coordinence. 

La densité électronique qui est censée correspondre aux 
4 molécules d'eau les plus supérieures dans la Fig. 20-17a est très 
allongée dans le sens vertical alors que cette structure est à haute 
résolution (2,0 À). On pense donc qu'elle résulte en fait de la pré- 
sence de 8 molécules d'eau qui se fixent à l'ion K° le plus haut 
dans la Fig. 20-17b, pour former une enveloppe interne d'hydrata- 
tion semblable à celle du K* situé dans la cavité centrale (Fig. 20- 
17a, en bas). Les 4 molécules d'eau qui se fixent à l'ion K* le plus 
haut dans la Fig. 20-17c contribuent également à cette densité élec- 
tronique par un anneau moléculaire qui fournit la moitié des 
8 atomes O fixant l'ion K* associé, Les autres atomes O appar- 
tiennent aux groupements carbonyle des 4 résidus Gly 79 qui sont 
dans l'orientation appropriée, On en conclut qu'un ion K* déshy- 
draté franchit le filtre de sélectivité (passe d'une position à la sui- 
vante dans les Fig. 20-17b et c) par échange de ligands espacés 
convenablement sur les parois, puis passe dans la solution extra- 
cellulaire en échangeant pour de l'eau ces ligands de nature pro- 
téique, de façon à acquérir à nouveau une enveloppe d'hydratation. 
L'espacement et l'orientation de ces ligands sont tels que il y a peu 
de variation d'énergie (on l'estime à < 12 kJ + mol°!) le long du 
trajet réactionnel emprunté par un ion K* lorsqu'il traverse le filtre 
de sélectivité et aboutit dans la solution extracellulaire. La déshy- 
dratation rapide de l'ion K* lorsqu'il passe de la cavité dans filtre 
de sélectivité procéderait du même mécanisme. Le caractère prati- 
quement plat du paysage énergétique de ce processus est évidem- 
ment en faveur d'un transit rapide des ions K* à travers le canal 
potassique et doit donc être le résultat d’ajustements de plus en 
plus précis au cours de l'évolution, Des calculs d'énergie montrent 
que les répulsions électrostatiques mutuelles des ions K* qui se 
succèdent dans le canal selon un déplacement concerté contreba- 
lancent les interactions de type attractif qui maintiennent ces ions 
dans le filtre de sélectivité et accélèrent ainsi leur passage. 


3 Æ TRANSPORTS ACTIFS ATP- 
DÉPENDANTS 


Un transport facilité est classé selon la stoechiométrie du proces- 
sus de transport (Fig. 20-18): 

L. Un système uniport est caractérisé par le transport d'une 
seule molécule à la fois. Le transporteur de glucose de l'érythro- 
cyte est un système uniport. 

2. Dans un système symport. deux molécules différentes sont 
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A (ext.) A (int.) 
Uniport 
A (ext.) À (ént.) 
B (ext.) B (ine.) 
Symport 
A (ext) A (int.) 
B (ext.) B {int.) 
Antiport 


FIGURE 20-18 Systèmes de translocation uniport, symport et anti- 
port, 


3. Dans un système antiport, il y a transport simultané de deux 
molécules différentes en sens opposés. 


Dans le cas de transport d'ions, le caractère électrique du système 
est: 


1. Electroneutre (sans conséquence électrique) s'il y a simul- 
tanément neutralisation de charges, soit par symport d'ions char- 
gés de signes opposés, soit par antiport d'ions de même charge. 

2. Electrogénique si le processus de transport aboutit à une 
différence de charges de part et d'autre de la membrane. 


La concentration en glucose dans le sang étant généralement 
supérieure à celle des cellules, le transporteur de glucose des éry- 
throcytes assure normalement le transport du glucose dans les éry- 
throcytes, où il est métabolisé par l'intermédiaire de la glycolyse. 
Cependant, on connaît de nombreuses substances qui se trouvent 
en plus faible concentration d'un côté de la membrane que du côté 
où elles sont nécessaires, De telles substances doivent être trans- 
portées activement et sélectivement à travers la membrane contre 
leurs gradients de concentration. 

Le transport actif est un processus endergonique souvent cou- 
plé à l'hydrolyse de l'ATP. Comment ce couplage est-il assuré ? 
Dans des réactions de biosynthèse endergoniques, il résulte sou- 
vent de la phosphorylation directe d'un substrat par l'ATP;: par 
exemple, la formation de l'UTP dans la synthèse du glycogène 
(Section 14-2B). Toutefois le transport membranaire est générale- 
ment un processus physique plutôt qu'un processus chimique ; la 
molécule transportée n'est pas modifiée chimiquement. Com- 
prendre le mécanisme par lequel l'énergie libre utilisable après 
hydrolyse de l'ATP permet l'accomplissement de processus phy- 
siques endergoniques à donc constitué un défi scientifique. 

Trois types de protéines transmembranaires qui hydrolysent 
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L. Les ATPases de type P localisées principalement dans les 
membranes plasmiques et qui tirent leur nom du fait qu'elles sont 
directement phosphorylées lors du processus de transport. Elles 
transportent H*, Na, K*, Ca?*, Cu**, Cd et Mg°* contre un gra- 
dient de concentration. Elles se distinguent des autres ATPases 
transporteur de cations par leur inhibition par les ions vanadate 
(VOZ, un analogue du phosphate : cf. Problème 4 dans ce cha- 
pitre). 

2. Les ATPases de type F (F,F,) dont le rôle est de transpor- 
ter des protons dans les mitochondries et les cellules bactériennes, 
ce qui fournit l'énergie pour la synthèse d'ATP. Elles seront étu- 
diées dans la Section 22-3C. 


3. Les ATPases de type V localisées dans les membranes des 
vacuoles des cellules végétales et dans des vésicules acides, 
comme les lysosomes des cellules animales. Elles sont homo- 
logues aux ATPases de type F. 


Les anions sont transportés par un quatrième type d'ATPase, appe- 
lée ATPase de type A. Dans cette section, nous étudierons les 
ATPases de type P. Nous étudierons également un processus de 
transpont actif bactérien où les molécules transportées sont simul- 
tanément phosphorylées, Dans la section suivante, nous étudierons 
les transports actifs secondaires, appelés ainsi car ils utilisent 
l'énergie libre de gradients électrochimiques formés par des 
ATPases pompes à ions qui transportent des ions ou des molécules 
neutres contre leurs gradients de concentration. 


A. La (Na° - K*) ATPase des membranes plasmiques 


La (Na* — K*) ATPase des membranes plasmiques est l'un des 
systèmes de transport actif les plus étudiés. Cette protéine trans- 
membranaire a été isolée pour la première fois par Jens Skou en 
1957. Elle est constituée de deux types de sous-unités : une sous- 
unité &@ non glycosylée de -1000 résidus qui contient l'activité 
catalytique de l'enzyme et les sites de liaison des ions, et une sous- 
unité B glycoprotéique de -300 résidus, dont on ne connaît pas la 
fonction. Les séquences des sous-unités & de plusieurs espèces 
animales (on trouve 98 % d'identité chez les mammifères) suggè- 
rent que cette sous-unité possède environ huit segments en hélice 
@ transmembranaires et deux domaines cytoplasmiques de taille 
importante. La sous-unité B aurait une seule hélice transmembra- 
naire et un vaste domaine extracellulaire. La composition en sous- 
unités de la protéine serait (af), (Fig. 20-19), mais il n'est pas cer- 
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FIGURE 20-19 Structure dimérique présumée de La (Na°-K*) 
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tain que cette structure dimérique ait une importance fonctionnelle. 
L'enzyme est souvent appelée pompe (Na* - K*), car 
elle « pompe » hors de la cellule des ions Na° en même temps 
qu'elle « pompe » dans la cellule des ions K*, avec hydrolyse 
concomitante d'ATP intracellulaire, La stæchiométrie globale de 
la réaction catalysée par la (Na* — K°) ATPase est : 


3Na* int.) + 2K*(ext.) + ATP + H,0 = 
3Na*(ext.) + 2K'{inr.) + ADP + P, 


La (Na — K°)ATPase est donc un antiport électrogénique : trois 
charges positives sortent de la cellule pour deux charges positives 
qui entrent. Cette sortie de Na* permet aux cellules animales de 
contrôler osmotiquement leur contenu en eau: sans ces pompes 
(Na* — K°}, les cellules animales, dépourvues de parois cellulaires, 
gonfleraient et éclateraient (se rappeler que les bicouches lipi- 
diques sont perméables à l'eau : Section 12-2B). De plus, le gra- 
dient de potentiel électrochimique formé par les pompes (Na* — 
K*) est responsable de l'excitabilité électrique des cellules ner- 
veuses (Section 20-5B) et fournit l'énergie libre nécessaire au 
transport actif de glucose et d'acides aminés dans certaines cel- 
lules (Section 20-4A). En réalité, toutes les cellules dépensent une 
grande partie de l'ATP qu'elles forment (jusqu'à 70 % dans le cas 
des cellules nerveuses) pour maintenir leurs concentrations cyto- 
soliques en Na et K° aux valeurs requises. 


a. Lors du processus de transport, un Asp essentiel est 

phosphorylé par l'ATP 

La variation d'énergie libre qui accompagne l'hydrolyse de 
l'ATP assure le transport endergonique de Na* et de K* contre un 
gradient électrochimique. Toutefois, le couplage de ces deux pro- 
cessus nécessite qu'une barrière cinétique s'oppose au transport 
des ions Na° et K* dans le sens de leurs gradients de concentra- 
tion, tout en facilitant leur transport contre leurs gradients. De plus. 
il ne faut pas que l'ATP soit hydrolysé en l'absence de transport. 
On ne sait toujours pas très bien comment ces problèmes sont réso- 
lus par l'enzyme, bien que de nombreux aspects du mécanisme de 
transport aient été élucidés 

Découverte très importante : l'enzyme est phosphorylée par 
l'ATP en présence de Na° au cours du processus de transport. 
En utilisant des techniques de «piège chimique », on a montré 
que c'est un résidu Asp qui est phosphorylé pour donner un 
intermédiaire aspartyl phosphate très réactif. Par exemple, le 
borohydrure de sodium réduit les acyls phosphate en alcools cor- 
respondants. Partant d'un résidu aspartyl phosphate, l'alcool 
obtenu est l'homosérine., En utilisant du ['HJNaBH, pour réduire 
l'enzyme phosphorylée, on a isolé de l'homosérine tritiée après 
hydrolyse acide de l'enzyme (Fig. 20-20). Le résidu phospho- 
rylé, Asp376, est le premier de la séquence très conservée DKTG 
que l'on trouve dans la région centrale de la chaîne polypepti- 
dique. 


b. La (Na*-K*°) ATPase présente deux états 
conformationnels principaux 
Le fait que l'ATP ne phosphoryle la (Na* — K*°? ATPase qu'en 
présence de Na’, et que le résidu aspartyl phosphate n'est hydro- 
lysé qu'en présence de K*, a conduit à l'hypothèse de l'existence 
de deux états conformationnels principaux de l'enzyme, E, et E;. 
Ces états se différencient par leur structure tertiaire, leur activité 
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FIGURE 20-20 Réaction entre ['H]NaBH, et la (Na - K°) ATPase 
phosphorylée. L'isolement de ['H]homosérine après hydrolyse acide de 


la protéine indique que le résidu d'acide aminé phosphorylé au départ est 
Asp. 


1. E, possède un site de liaison à haute affinité pour Na° 
orienté vers l'intérieur de la cellule (X,, = 0,2 mM, bien en dessous 
de la concentration intracellulaire de Na) et ne réagit avec l'ATP 
pour donner la forme activée E,-P que si Na° est lié, 

2. E;—P possède un site de liaison à haute affinité pour K* (Ky, 
= 0,05 M, bien en dessous de la concentration extracellulaire en 
ions K*), dirigé vers l'espace extracellulaire et qui ne s’hydrolyse 
pour former P, + E, que si K° est lié. 


c. Un mécanisme réactionnel cinétique séquentiel ordonné 
rend compte du couplage entre le transport actif et 
l'hydrolyse de l'ATP 
On pense que la (Na* — K*) ATPase suit le mécanisme séquen- 

tiel ordonné suivant (Fig. 20-21): 


LE, : 3Na°, qui a fixé Na° à l'intérieur de la cellule, se lie à 
l'ATP pour donner le complexe ternaire E; - ATP : 3Na*. 


2. Le complexe ternaire réagit pour former un intermédiaire 
aspartyl phosphate « riche en énergie » E,-P + 3Na°. 

3. Cet intermédiaire « riche en énergie » prend sa conformation 
« faible en énergie », E;—P + 3Na*, et libère ses Na* dans l’espace 
extracellulaire ; par conséquent, les ions Na° ont été transportés à 
travers la membrane. 

4. E;—P lie 2K* de l'espace extracellulaire pour former E,— 
P+2K*, 
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ATP ADP 
Mg* Mg* } 
E . 3Nat AN E, + ATP 3Nat CA E -P. 3Na+ 


1 Liaison de l'ATP 
3Nat (int.) 


2K+ (int.) 


Intérieur 


“ ab d fi ù 1 A 


E CR ——— E-P CT D E-P 


P, H,0 


2K* (ext.) 


FIGURE 20-21 Représentation schématique cinétique du mécanisme de transport actif de Na° et K° par La (Na°-K°) ATPase, 


6. E, * K* change de conformation et libère ses 2K° à l'inté- 
rieur de la cellule pour les remplacer par 3Na*, achevant ainsi le 
cycle de transport. 


On pense que l’enzyme n'a qu'un exemplaire de sites de liaison de 
cations, dont apparemment l'orientation et la spécificité changent 
durant le cycle du transport. 

Le sens obligatoire de la réaction nécessite que l'ATP ne soit 
hydrolysé que si Na° est transporté contre son gradient. Récipro- 
quement, Na° ne peut être transporté dans le sens de son gradient 
que si de l'ATP est synthétisé de façon concomitante, Par consé- 
quent, bien que chacune des étapes réactionnelles soit individuelle- 
ment réversible, le cycle, comme schématisé dans la Fig. 20-21, ne 
peut se dérouler que dans le sens de déplacement des aiguilles 
d’une montre dans des conditions physiologiques normales ; autre- 
ment dit, l’hydrolyse de l’ATP et le transport des ions sont des pro- 
cessus couplés. Noter que le caractère vectoriel (unidirectionnel) 
du cycle des réactions résulte de l'alternance entre certaines des 
réactions de l’hydrolyse exergonique de l'ATP (réactions 1 + 2 et 
réaction 5) et certaines réactions du processus de transport endergo- 
nique des ions (réactions 3 + 4 et réaction 6). Ainsi, aucune réaction 
ne peut se faire complètement tant que l’autre n’est pas accomplie. 


d. La déstabilisation mutuelle de l’enzyme rend compte de 

la vitesse de transport de Na* et K*° 

Le mécanisme cinétique ordonné que nous venons de voir 
explique seulement le couplage entre le transport actif et l'hydro- 
lyse de l’ATP. Afin que la vitesse de transport soit maintenue à une 
valeur raisonnable, les énergies libres de tous les intermédiaires 
doivent être sensiblement égales. Si certains intermédiaires étaient 
beaucoup plus stables que d'autres, les intermédiaires stables 
s'accumuleraient, réduisant ainsi sérieusement la vitesse globale 
du transport. Par exemple, pour que Na* soit transporté à l'exté- 
rieur de la cellule contre son gradient, sa liaison doit être forte pour 
E, à l'intérieur et faible pour E; à l'extérieur. Qui dit liaison forte 
die etehtlis£ plus nennda A'Aù nne Efhault£ nntantialls É'alla n° pet 


contrecarrée par la phosphorylation de E, * 3Na° et le changement 
conformationnel qui l'accompagne, avec la formation de E;—P de 
faible affinité pour Na* (réactions 2 et 3, Fig. 20-21). De même, la 
liaison forte de K* à E;—P à l'extérieur est affaiblie suite à sa 
déphosphorylation et au changement conformationnel concomitant 
qui se traduit par une faible affinité de Æ, pour K* (réactions 5 et 
6, Fig. 20-21). Ce sont ces déstabilisations mutuelles qui assurent 


le transport rapide de Na° et de K*. 


e. Les glycosides cardiotoniques inhibent spécifiquement la 

(Na* — K*°) ATPase 

L'étude de la (Na* — K*) ATPase a été grandement facilitée par 
l'utilisation de glycosides cardiotoniques (appelés aussi stéroides 
cardiotoniques), produits naturels qui augmentent l'intensité des 
contractions du muscle cardiaque. Par exemple, la digitale, extra- 
ite des feuilles de la plante du même nom (Fig. 20-224), qui 
contient un mélange de glycosides cardiotoniques dont la digi- 
toxine (digitaline; Fig. 20-22b), est utilisée depuis des siècles 
comme traitement de l'insuffisance cardiaque. Le glycoside car- 
diotonique ouabaïne (Fig. 20-22b), un produit extrait de l'Ouabio, 
arbre d'Afrique Orientale, a servi pendant longtemps comme poi- 
son de flèche. Ces deux stéroïdes, parmi les médicaments les plus 
prescrits pour les maladies cardiaques, inhibent la (Na* — K*) 
ATPase en se liant fortement à une région exposée à l'extérieur de 
l'enzyme (ces substances n'ont pas d'effet quand elles sont injec- 
tées à l'intérieur des cellules), bloquant ainsi la réaction 5 de la 
Fig. 20-21. L'augmentation de la [Na*] intracellulaire qui s'ensuit 
stimule le système antiport (Na* — Ca?) cardiaque qui assure la 
sortie de Na et l'entrée de Ca?* dans la cellule (Section 22-1B). 
L'augmentation de la [Ca*] cytosolique augmente la [Ca?*] 
d'autres organites intracellulaires, en particulier celle du réticulum 
sarcoplasmique. Ainsi, la libération de Ca?* qui déclenche la 
contraction musculaire (Section 35-3C) s'accompagne d’une aug- 
mentation supérieure à la normale de la [Ca?*] cytosolique, inten- 
sifiant ainsi la force des contractions cardiaques. L'ouabaïne, dont 
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(a) 


OH 


Ouabaïne 


(b) 


FIGURE 20-22 (;lycosides cardiotoniques. (a) On extrait La digitale, 
stimulant cardiaque, des feuilles de la plante du même nom. [Derck Fell] 
(b} La digitoxine (digitaline), constituant majeur de la digitale, et l'oua- 
baïne, un glycoside cardiotonique extrait de l'arbre Ouabio qui pousse en 
Afrique Orientale, sont parmi les médicaments les plus couramment pres- 
cents pour certaines malndies cardiaoues. 


ment une hormone animale découverte récemment, sécrétée par les 
corticosurrénales et qui assure la régulation de la [Na*] cellulaire 
et l'équilibre hydrosalin dans tout le corps. 


B. La Ca°* ATPase 


Le Ca* joue souvent le rôle de second messager d'une manière 
semblable à l'AMPc (Section 19-4). Des augmentations transi- 
toires de la [Ca] cytosolique déclenchent de nombreuses 
réponses cellulaires, dont la contraction musculaire (Section 35- 
3C), la libération de neurotransmetteurs (Section 20-5C) et, 
comme nous l'avons vu, la glycogénolyse (Section 18-3C). De 
plus, Ca est un activateur important du métabolisme oxydatif 
(Section 22-4). 

Pour pouvoir utiliser le phosphate comme monnaie énergétique 
courante, il faut que la concentration intracellulaire en Ca?* soit 
maintenue à un niveau très bas car, par exemple, Ca;(PO,), a une 
solubilité maximum en milieu aqueux de 65 uM. Ainsi, la [Ca] 
cytosolique (-0,1 M) est inférieure de quatre ordres de grandeur 
à la [Ca*] extracellulaire (-1500 uM). Ce fort gradient de concen- 
tration est maintenu par le transport actif de Ca?* à travers la mem- 
brane plasmique, le réticulum endoplasmique (le réticulum sarco- 
plasmique dans les myocytes), et la membrane interne 
mitochondriale. Nous étudierons le système mitochondrial dans la 
Section 22-1B. La membrane plasmique et le réticulum endoplas- 
mique contiennent chacun une Ca?* ATPase de type P (pompe à 
Ca) qui pompe les ions Ca* hors du cytosol, moyennant l'hy- 
drolyse de l'ATP. Le mécanisme cinétique de ces pompes (Fig. 20- 
23) est très semblable à celui des (Na*-K*) ATPases (Fig, 20-21). 


a. La structure par rayons X de la Ca?* ATPase renseigne 
sur son mécanisme 
La structure par rayons X de la Ca** ATPase (994 résidus) du 
réticulum sarcoplasmique de muscle de lapin complexée à deux 
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FIGURE 20-23 Représentation schématique du mécanisme cinétique 
de la Ca?* ATPase. Dans cette figure, (irr.) indique le compartiment 
cytosolique et (exr.) le compartiment extracellulaire pour la Ca** ATPase 
de la membrane plasmique, ou la lumière du réticulum endoplasmique 
(ou du réticulum sarcoplasmique) pour la Ca?* ATPase de cette mem- 
brane. 


ions Ca et à l'analogue de l'AMP 2’,3'-0-(2,4,6-trinitrophé- 
nyl)-AMP (TNP-AMP) " 
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fut déterminée par Chikashi Toyoshima, Cette protéine mono- 
mérique de 140 À de long (Fig. 20-24) est constituée d'un 


(a) 


FIGURE 20-24 Structure par rayons X de La Ca!* ATPase du réticu- 
lum sarcoplasmique de muscle de lapin. (a) Diagramme en tubes et 
flèches parallèle au plan de la membrane où la chaîne polypeptidique est 
colorée selon les couleurs de l'arc-en-ciel de l'extrémité N-terminale 
(bleu) à C-terminale (rouge) et où les domaines transmembranaire, effec- 
teur, de liaison des nucléotides, et de phosphorylation sont respective- 
ment indiqués par M, A, N, et P. Les ions Ca?* fixés dans la région trans- 
membranaire sont représentés par de grosses sphères pourpres, le 
TNP-AMP fixé au domaine N est en modèle compact. et les chaînes laté- 


Section 20-3. Transports actifs ATP-dépendants 743 


domaine transmembranaire (M) composé de 10 hélices (MI- 
MI10) de longueurs différentes et de trois domaines cytoplas- 
miques bien séparés: le domaine effecteur (A pour «action- 
neur») ainsi appelé car il participe à la transmission de 
modifications conformationnelles majeures (voir ci-dessous): le 
domaine de liaison des nucléotides (N), qui fixe le TNP-AMP et 
probablement l'ATP: et le domaine de phosphorylation (P), qui 
contient l'Asp 351 phosphorylable au début de la séquence 
conservée DKTG. Les deux ions Ca** sont fixés l'un à côté de 
l'autre au centre du domaine transmembranaire. La cavité de liai- 
son du Ca? résulte en grande partie du déroulement des hélices 
M4 et M6 dans cette région. De fait, 3 des 6 atomes O qui fixent 
un des ions Ca sont des atomes O des carbonyles des chaînes 
principales de trois résidus dans le segment déroulé de l’hélice 
M4. La Ca” ATPase ne semble pas posséder de pore à travers 
lequel des ions Ca?* pourraient être pompés du cytoplasme vers 
le réticulum sarcoplasmique (comme celui des canaux potas- 
siques ; Fig. 20-16b). Cependant, les parties déroulées des hélices 
M4 et M6 procurent des rangées de groupements carbonyle de 


(b) 


rales importantes sont dessinées en modèle boules et bätonnets, [Avec la 
permission de Chikashi Toyoshima, Université de Tokyo, Tokyo, Japon. 
PDBid IEUL.] (b) Schéma de la structure, vue comme dans la Partie 4, 
où les ions Ca?* sont représentés par des sphères vertes ; les positions des 
résidus impliqués duns la liaison du Ca* ou la catalyse, par de petites 
sphères et en code à une lettre : et la position du site de phosphorylation, 
Asp 351, par la lettre P entourée d'un cercle. N° et A’ indiquent la rota- 
tion du domaine de liaison des nucléotides et du domaine effecteur 
requise pour correspondre à la densité électronique de la structusre à 
faible résolution de la Ca®* ATPase en absence de calcium. [D'après 
MacLennan, D.H. and Green, N.M.. Nature 405, 634 (2000),] 
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chaînes latérales pointant des sites de fixation du Ca?* vers le 
cytoplasme. On postule que la fonction de ces atomes O est 
d'enlever aux ions Ca*, au cours de leur passage du cytoplasme 
vers leurs sites de liaison, des molécules d'eau qui leur sont for- 
tement associées. Les ions Ca”* sortiraient par la région entou- 
rée des hélices M3 à MS, où on trouve également un anneau 
d'atomes O. 

Le site de phosphorylation (Asp 351) sur le domaine P est 
à plus de 25 À du TNP-AMP fixé au domaine N. Donc, l'hy- 
drolyse de l'ATP exige la fermeture des « mâchoires » formées 
par les domaines P et N comme c'est le cas dans de nom- 
breuses kinases (p. ex. Fig. 17-5). De plus, le site de liaison du 
Ca? est situé à -80 À de celui de l'ATP. Comment ces sites 
se communiquent-ils leurs états de liaison? La comparaison de 
la Structure par rayons X de la Fig. 20-24a avec celle, fondée 
sur la cristallographie électronique à faible résolution (8 À), de 
la Ca* — ATPase libre de Ca?*, montre qu'en absence de Ca°* 
et de nucléotide lié, le domaine A de la protéine a pivoté de 
90° par rapport au domaine transmembranaire et que les 
« mâchoires » P — N se sont refermées partiellement (20°) (Fig. 
20-24b). Toyoshima a donc postulé que la liaison du Ca?* pro- 
voque ces vastes mouvements de domaines en déplaçant les 
positions des hélices M1, M2 et M3 de sorte qu'elles libèrent 
le domaine A, lequel induit à son tour l'ouverture des 
«mâchoires » P — N. Il n'en reste pas moins que la compré- 
hension du mécanisme de la fonction essentielle de cette pro- 
téine complexe requerra la détermination de sa structure dans 
différents états. 


b. La calmoduline contrôle la pompe à Ca?‘ de la 
membrane plasmique 

Pour qu'une cellule maintienne son état physiologique, elle 
doit réguler les activités de ses pompes avec précision. La régula- 
tion de la pompe à Cæ* de la membrane plasmique est contrôlée 
par le niveau de Cæ@* intracellulaire par l'intermédiaire de la cal- 
moduline (CaM). Ceue protéine de liaison du Ca”, ubiquitaire 
chez les eucaryotes, participe à de nombreux processus de régula- 
tion cellulaire, dont le contrôle du métabolisme du glycogène étu- 
dié dans la Section 18-3C, 

Le complexe Ca* - calmoduline active la Cæ@* ATPase des 
membranes plasmiques. L'activation, d'après les études faites sur 
l'ATPase isolée, produit une diminution de son K,, pour Ca** qui 
passe de 20 à 0,5 uM. Le complexe Ca?* — CaM active la pompe 
à Ca?* en se liant à un segment polypeptidique inhibiteur de la 
pompe, de la même manière qu'il active ses protéine-kinases 
cibles (Section 18-3C). Des preuves en faveur de ce mécanisme 
ont été obtenues en excisant par protéolyse le polypeptide de liai- 
son à la CaM de la pompe à Ca°*, donnant une pompe tronquée 
qui est active même en l'absence de CaM. Des peptides synthé- 
tiques correspondant à ce domaine de liaison à la CaM non seu- 
lement se lient au complexe Ca** - CaM mais inhibent la pompe 
tronquée en augmentant son K,, pour Ca* et en diminuant sa 
Va: Ces résultats suggèrent qu'en l'absence du complexe Ca?* 
— CaM, le domaine de liaison de la CaM de la pompe interagit 
avec le reste de la protéine, ce qui inhibe son activité. Quand la 
concentration en Ca augmente, le complexe Ca®* - CaM se 
forme et se lie au domaine de liaison de la CaM de la pompe, 
provoquant ainsi sa dissociation du reste de la pompe et levant 
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Nous comprenons maintenant comment Ca autorégule sa 
concentration cytosolique: pour des [Ca] inférieures à la 
constante de dissociation de la CaM pour Ca°* (-1 M), la Ca* 
ATPase est relativement inactive en raison de l'auto-inhibition par 
l'intermédiaire de son domaine de liaison à la CaM. Cependant, si 
la [Ca?*] atteint cette valeur, Ca?* se lie à la CaM qui, à son tour, 
se lie au domaine de liaison de la CaM, ce qui lève l'inhibition, 
activant ainsi la pompe à Ca* : 


Ca** + CaM == Ca?* — CaM° + pompe (inactive) == 
Ca* - CaM* : pompe (active) 


(CaM* symbolise la CaM activée). Cette interaction fait passer le 
K,, de la pompe pour Ca en dessous de la [Ca?*] ambiante, ce 
qui entraîne le pompage de Ca* hors du cytosol. Quand la [Ca?*] 
est suffisamment basse, Ca? se dissocie de la CaM et l'ensemble 
du processus se fait en sens inverse, inactivant ainsi la pompe. On 
peut comparer ce système à une pompe de drainage activée auto- 
matiquement par un flotteur quand l'eau atteint un niveau prééta- 
bli. 


C. La (H* — K*) ATPase de la muqueuse gastrique 


Les cellules pariétales de la muqueuse gastrique de mammifère 
sécrètent HCI à une concentration de 0,15M (pH 0,8). Le pH cyto- 
solique de ces cellules étant de 7,4, il y a une différence de 6,6 uni- 
tés pH, la plus grande connue dans les cellules eucaryotes. Les 
protons sécrétés proviennent de l'hydratation intracellulaire de 
CO, par l'anhydrase carbonique : 

CO, + H,0 =— HCO”, + H* 


La sécrétion de H° fait intervenir une (H° — K°) ATPase, système 
antiport électroneutre de structure et propriétés comparables à 
celles de la Ca ATPase. Tout comme la Ca?* — ATPase et la (Na* 
— K*) ATPase apparentées, elle est phosphorylée durant le proces- 
sus de transport. Ici cependant, K°, qui entre dans la cellule quand 
H° est pompé vers l'extérieur, ressort ensuite de la cellule par 
cotranspont électroneutre avec CT. Globalement, il y a donc trans- 
port de HCI dans l’espace extracellulaire. 


Durant de nombreuses années, le traitement efficace des ulcères gas- 
triques, pathologie souvent fatale causée par l'attaque de la muqueuse duo- 
dénale par l'acide stomacal, nécessitait l'ablation chirurgicale d'une partie 
de l'estomac ou mème de l'entièreté de celui-ci. La découverte, par James 
Black, de la cimétidine 
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qui inhibe la sécrétion acide de l'estomac, a rendu presque inutile cette 
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de la muqueuse gastrique est activée suite à la stimulation d'un récepteur 
de surface cellulaire par l’histamine, selon un mécanisme AMPc-dépen- 
dant. La cimétidine (le nom commercial est Tagamet) et ses analogues 
inhibent compétitivement la liaison de l'histamine à son récepteur, et sont 
parmi les médicaments les plus prescrits aux États-Unis. 


D. Translocation de groupements 


La translocation de groupements est une variante des transports 
actifs ATP-dépendants utilisée par les bactéries pour importer cer- 
tains sucres. Elle est utilisée dans de nombreux processus bacté- 
riens, certains utiles, d’autres nuisibles (à l’homme), comme la 
fabrication de fromages et de sauce au soja, ou le développement 
de caries dentaires. Elle diffère des transports actifs par le fait que 
les molécules transportées sont simultanément modifiées chimi- 
quement, L'exemple de translocation de groupements qui a été le 
plus étudié est le système phosphotransférase phosphoénolpy- 
ruvate-dépendant (PTS) d’'E. coli, découvert par Saul Roseman 
en 1964. Le phosphoénolpyruvate (PEP) est le donneur de grou- 
pement phosphoryle de ce système (se rappeler que le PEP est un 
composé phosphoryle « riche en énergie » qui permet la synthèse 
d'ATP dans la réaction catalysée par la pyruvate kinase de la gly- 
colyse ; Section 17-2J). Le PTS transporte et phosphoryle simulta- 
nément les sucres. La membrane cellulaire étant imperméable aux 
sucres phosphorylés, une fois dans la cellule, ils y restent. Certains 
des sucres transportés par le système PTS sont donnés dans le 
Tableau 20-2. 

Le système PTS fait intervenir deux protéines cytoplasmiques 
solubles, l'Enzyme I (EI) et HPr (pour histidine-containing phos- 
phocarrier protein, soit protéine transporteur de phosphate conte- 
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FIGURE 20-25 Transport du glucose par le système phosphotrans- 
férase PEP-dépendant (PTS). HPr et El sont des protéines cytoplas- 
miques communes à tous les sucres transportés. EIIA#* et EIIBC#* 
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TABLEAU 20-2 Exemples de sucres transportés par le système 
phosphotransférase PEP-dépendant (PTS) de E, coli 


Glucose Galactitol 
Fructose Mannitol 
Mannose Sorbitol 
N-Acétylglucosamine Xylitol 


nant de l'histidine), qui participent au transport de tous les sucres 
(Fig. 20-25). De plus, pour chaque sucre que le système transporte, 
il existe une protéine de transport transmembranaire spécifique 
ETL, formée d'au moins trois constituants fonctionnels : deux qui 


-sont cytoplasmiques, EITA et EIIB, et un canal transmembranaire 


EIIC, Ces trois constituants s'associent différemment pour donner 
des EII différentes. Chez E. Coli, par exemple, EIIA, EIIB et EIIC 
sont des sous-unités différentes de la EII spécifique de la cello- 
biose ; EIIB et EIIC sont reliées et EITA en est séparée dans la El] 
spécifique du glucose; et ces trois constituants font partie du 
même peptide dans la ET spécifique du mannitol. 

Le transport du glucose, qui ressemble à celui d'autres sucres, 
implique le transfert d'un groupement phosphoryle du PEP au glu- 
cose, accompagné de l'inversion de configuration de l'atome de 
phosphore. Puisque chaque transfert de groupement phosphoryle 
s'accompagne d’une inversion de configuration (Section 16-2B), il 
doit y avoir un nombre impair de transferts. On a identifié quatre 
protéines intermédiaires phosphorylées, ce qui indique qu'il y a 
cinq transferts de groupements phosphoryle : 

PEP + EI —> HPr — ELA‘ — ENIBC*“ — glucose 


téines de transport non PTS comme la lactose perméase (Section 20- 
4B) et des enzymes comme la glycérol kinase, L'adénylate cyclase est 
activée par la présence de EILA‘*-P (ou, peut-être, inhibée par la pré- 
<onre de ETTAZÉ 
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Le mécanisme du transfert se fait de la façon suivante (Fig. 20-25): 


1. Le PEP phosphoryle El sur le N3 (N,) de His 189 pour don- 
ner un adduit phosphohistidine réactionnel, 


N 


LS 
En 
x LE Edo ô 
NH—C— CH EX 


O=C— 
Résidu phosphohistidine 


2. Le groupement phosphoryle est transféré au N1 (N;) de His 
15 de l'HPr. His semble être un accepteur de groupement phos- 
phoryle préféré dans les réactions de transfert de phosphoryle. Il 
intervient également dans la réaction de la phosphoglycérate 
mutase de la glycolyse (Section 17-2H), 


3. HPr-P poursuit la chaîne de transfert de phosphoryle en 
phosphorylant EIA#", sur le N3 de His 90. 


4. Le quatrième transfert de phosphoryle se fait sur la Cys 421 
de ElIB**, 


5. Le groupement phosphoryle est finalement transféré de 
EIIB** au glucose qui, dans ce processus, est transporté à travers 
la membrane par EIIC*, Le glucose n'est libéré dans le cyto- 


plasme qu'après avoir été phosphorylé en glucose-6-phosphate 
(G6P). 


Le transport du glucose est donc sous la dépendance de sa phos- 
phorylation exergonique indirecte par le PEP. Le PTS est un sys- 
tème énergétiquement efficace puisqu'il ne nécessite qu'un équi- 
valent ATP pour le transport et la phosphorylation du glucose. 
Quand les étapes de transport actif et de phosphorylation se font 
séparément, ce qui est le cas de beaucoup de cellules, deux ATP 
sont hydrolysés par glucose transporté et phosphorylé. 


a. Le transport des sucres dans les bactéries est régulé 
génétiquement 

Le système PTS est plus compliqué que les autres systèmes de 
transport que nous avons étudiés, sans doute parce qu'il fait partie 
d'un système de régulation complexe qui contrôle le transport des 
sucres. Quand l’un quelconque des sucres transportés par le PTS 
est en quantité suffisante, le transport actif des sucres qui entrent 
dans la cellule par d'autres systèmes de transport est inhibé, Cette 
inhibition, appelée répression par les catabolites, est régulée par 
la concentration en AMPc (Section 31-3C). L'AMPc active la 
transcription de gènes codant différentes protéines de transport des 
sucres, dont la lactose perméase (Section 20-4B), La présence de 
glucose entraîne la diminution de la [AMPc}, ce qui réprime la 
synthèse des autres protéines de transport de sucres. L'inhibition 
directe des protéines de transport de sucres et de certaines enzymes 
peut également se produire. 

On pense que le mécanisme de contrôle de [AMPc] est sous la 
dépendance de ELIA®*, qui se trouve transitoirement phosphorylée 
dans la réaction 3 du processus de transport par le PTS (Fig. 20- 
25). Quand le glucose se trouve en abondance, cette enzyme est 


fère rapidement son groupement phosphoryle au glucose via 
EIIBC#**. Dans ces conditions, l'adénylate cyclase est inactive, 
bien que l'on ne sache pas exactement si l'enzyme est inhibée par 
la déphospho EILA®* ou activée par EIIA#*-P. Cependant, la 
déphospho EIIA®“ se lie à de nombreux transporteurs autres que 
le PTS ainsi qu'à des enzymes qui participent au métabolisme 
d'autres sucres que le glucose (le métabolite de choix pour de 
nombreuses bactéries), dont la lactose perméase et la glycérol 
kinase (Section 17-5), et les inhibe, En l'absence de glucose, 
EIIA#* est transformée en EIIA®*-P, levant ainsi l'inhibition des 
transporteurs autres que le PTS. De plus, l’adénylate cyclase est 
activée et produit de l'AMPc qui, à son tour, induit la production 
accrue de certains des transporteurs autres que le PTS, et d’en- 
zymes que EIIA®* inhibe. C'est une forme d'économie d'énergie 
pour la cellule. Pourquoi synthétiser les protéines nécessaires pour 
le transport et le métabolisme de tous les sucres quand le métabo- 
lisme d’un seul sucre à la fois est suffisant ? 


b. Structure par rayons X de EIIA®* complexée à la 
glycérol kinase 

Les structures par rayons X de EIIA% seule ou complexée à 
l'une de ses cibles de régulation, la glycérol kinase, déterminées 
par James Remington et Roseman, ont montré comment EILA#* 
inhibe du moins certaines de ses cibles, et pourquoi EILA®*-P ne 
les inhibe pas. ETLA%* présente deux résidus His, His 75 et His 90, 
nécessaires au transfert de phosphoryle, bien que seul His 90 soit 
nécessaire pour que EILA®* accepte un phosphate de HPr, La struc- 
ture par rayons X de EIIA®“ seule, extraite de E. Coli, montre que 
ces deux résidus His sont proches l'un de l’autre (leurs atomes N3 
sont séparés de 3,3 À) dans un creux à la surface de la protéine, 
entouré d'un anneau hydrophobe remarquable de -18 À de dia- 
mètre formé de 11 chaînes latérales de Phe, Val et Ile. 

La structure par rayons X de EILA’* complexée à la glycérol 
kinase (Fig. 20-26) confirme que ce joint hydrophobe est le site 
d'interaction entre les deux protéines et révèle comment la phos- 
phorylation de His 90 déstabilise cette interaction. Les deux rési- 
dus His du site actif, qui se trouvent complètement à l'intérieur de 
la dépression hydrophobe, forment des liaisons de coordinence 
avec un ion Zn°*, lui-même lié par coordinence au Glu 478 de la 
glycérol kinase et à une molécule d'eau. La phosphorylation de 
His 90 de EIIA#* qui donne EILA#*-P désorganise sans aucun 
doute ces interactions, libérant ainsi la glycérol kinase et levant son 
inhibition, 
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Des systèmes comme la (Na* — K*) ATPase que nous venons 
d'étudier utilisent l'énergie libre de l’hydrolyse de l’ATP pour for- 
mer des gradients de potentiel électrochimique à travers les mem- 
branes. Réciproquement, l'énergie libre mise en réserve sous la 
forme de ces gradients de potentiel électrochimique peut être uti- 
lisée pour permettre le fonctionnement de différents processus phy- 
siologiques endergoniques. Par exemple, la synthèse de l'ATP par 
les mitochondnies et les chloroplastes est actionnée par la dissipa- 
tion de gradients de protons formés grâce au transfert d'électrons 
et à la photosynthèse (Sections 22-3C et 24-2D). Dans cette sec- 
tion, nous étudierons les transports actifs actionnés par dissipation 


FIGURE 20-26 Structure par rayons X de EILA®% d'E, coli (en jaune, 
un monomère de 168 résidus) complexée à une de ses cibles régula- 
trices, la glycérol kinase (en bleu, un tétramère de sous-unités iden- 
tiques de 501 résidus), Les deux protéines s'associent, en partie en for- 
mant un complexe de coordination tétraédrique avec un ion Zn°* via les 
chaînes latérales de His 75 et de His 90 de EILA**, un oxygène du car- 
boxylate de Glu 478 de la glycérol kinase, et une molécule d'eau, Ces 
groupements sont représentés en modèle éclaté avec C en gris, N en bleu, 
O en rouge, et Zn°* en blanc. L'interaction Zn°*-dépendante entre EIIA% 
et la glycérol kinase inactive La glycérol kinase, probablement par l'inter- 
médiaire d'un changement de configuration induit, La phosphorylation de 
ETA*%* sur His 90 désorganise cette interaction, levant ainsi l'inhibition 
de la glycérol kinase, [Avec la permission de James Remington, Univer- 
sity of Oregon. PDBid 1GLA.] 


daires, puisqu'ils dépendent de la formation, en premier lieu, de 
gradients de potentiel électrochimique. N.d.T.). Nous prendrons 
trois exemples : le captage intestinal de glucose par le symport 
Na* — glucose, le captage de lactose par la lactose perméase 
d'E. coli et la translocase des nucléotides adényliques mito- 
chondriale, 


A. Le symport Na* — glucose 


Le glucose provenant de l'alimentation est concentré activement 
par les cellules de la bordure en brosse de l'épithélium intestinal, 
grâce à un symport Na*-dépendant (Fig. 20-27), Il est ensuite 
transporté de ces cellules au système circulatoire par un système 
uniport de glucose à diffusion facilitée localisé sur le côté capil- 
laire de ces cellules, semblable à celui de la membrane des éry- 
throcytes (Section 20-2B). Noter que bien que la source énergé- 
tique immédiate pour le transport de glucose à partir de l'intestin 
soit le gradient de Na*, c'est en fait l'énergie libre de l'hydrolyse 
de l'ATP qui fournit l'énergie en maintenant le gradient de Na 
grâce à la (Na*-K*) ATPase. Néanmoins, puisque le glucose aug- 
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FIGURE 20-27 Transport du glucose dans l’épithélium intestinal 
Les villosités en bordure en brosse qui bordent le petit intestin aug- 
mentent fortement sa surface, facilitant ainsi l'absorption de nutri- 
ments. Les cellules de la bordure en brosse qui forment les villosités 
concentrent activement Le eluense de la lumière de l'intestin par sym- 


Lumière de l'intestin 
Symport Na*-glucose 
Glucose 


+ 
Na 


Section 20-4. Transports actifs secondaires 747 


mente l'entrée de Na”, qui, à son tour, augmente l'entrée de l'eau, 
des personnes souffrant de diarrhée et perdant ainsi des sels et de 
l'eau, sont, pour cette raison, nourries non seulement avec du sel 
et de l'eau, mais aussi avec du glucose. 


(e) Transport du glucose 


Capillaires 


Uniport de 
glucose 


/ ADP 4P, 


/ + _uwt 

Cellule à bordure en brosse a" -K'HATPS 

port avec Na”, processus entraîné par ka (Na”-K')} ATPase, laquelle est 
localisée sur le côté capillaire de la cellule et maintient une faible 
[Na*]. Le glucose est exporté dans le courant sanguin par un système 
différent, de diffusion facilitée par uniport, comme celui de l'érythro- 
cvte. 
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a. Les transporteurs actif et passif du glucose ont des 
sensibilités différentes à des substances 
pharmacologiques 
Les deux systèmes de transport du glucose sont inhibés par des 

substances pharmacologiques différentes : 

1. La phlorizine inhibe le transport de glucose Na°-dépendant. 


2. La cytochalasine B inhibe le transport de glucose indépen- 
dant de Na°. 


OH 
Cytochalasine B 


La phlorizine ne se lie qu'à la surface externe du transporteur de 
glucose Na*-dépendant, alors que la cytochalasine B se lie sur le 
côté cytosolique du transporteur de glucose indépendant de Na’. 
Cela indique en plus que ces deux protéines sont insérées asymé- 
triquement dans les membranes. L'utilisation de ces inhibiteurs 
permet d'étudier séparément les actions de ces deux transporteurs 
dans des cellules intactes. 


Des études cinétiques ont montré que le système symport Na* 
— glucose lie ses substrats, Na° et glucose, selon un mécanisme Bi 
Bi aléatoire (Fig. 20-28) même si l'augmentation très importante 
de l’affinité du transporteur pour le glucose après liaison de Na* 
est très en faveur du mécanisme représenté en haut de la figure. 
Cependant, ce n'est que lorsque les deux substrats sont liés que la 
protéine change de conformation, ce qui oriente les sites de liaison 
vers l’intérieur de la cellule. Cette nécessité d’un transport conco- 
mitant de Na* et de glucose évite une dissipation en pure perte du 
gradient de Na°. 


B. La lactose perméase 


Des bactéries Gram négatif comme E. coli ont plusieurs systèmes 
de transport actif pour concentrer les sucres. Nous avons déjà étu- 
dié le système PTS. Un autre système particulièrement étudié, la 
lactose perméase (appelé aussi galactoside perméase), wrilise le 
gradient de protons à travers la membrane de la cellule bacté- 
rienne pour cotransporter H° et le lactose (Fig. 20-29). Le gra- 
dient de protons résulte du métabolisme oxydatif tout comme celui 
formé par les mitochondries (Section 22-3B). Les gradients de 
potentiel électrochimique formés par ces deux systèmes sont 
essentiellement utilisés pour permettre la synthèse de l’ATP. 

Comment savons-nous que le transport de lactose nécessite la 
formation d'un gradient de protons ? C’est Ronald Kaback qui a 
démontré le besoin de ce gradient à partir des observations sui- 
vantes : 


1. La vitesse de transport du lactose dans la bactérie est très 
fortement augmentée après addition de D-lactate, une source éner- 
gétique qui assure l'établissement du gradient de protons trans- 
membranaire, Inversement, des inhibiteurs du métabolisme oxyda- 
tif comme le cyanure bloquent à la fois la formation du gradient 
de protons et le transport de lactose. 

2. Le 2.4-dinitrophénol, un protonophore qui dissipe les gra- 
dients de protons transmembranaires (Section 22-3D), inhibe le 
transport de lactose aussi bien dans des bactéries intactes que dans 
des vésicules membranaires. 


Gle = Glucose 


FIGURE 20-28 Le système symport Na'-glucose représenté comme 
un mécanisme cinétique Bi Bi aléatoire. La liaison de Na* augmente 
l'affinité du transporteur pour le glucose à un point tel que la voie ciné- 
tique représentée en haut est la plus probable. T,et T, représentent la pro- 


côté externe (« outer » en anglais) et interne (« inner ») de la surface de la 
membrane. [D'après Crane, R.K. and Dorando, F.C., in Martonosi, 

A.N. (Ed.), Membranes and Transport, Vol, 2, p. 154, Plenum Press 
(1982).] 


FIGURE 20-29 Mécanisme cinétique de la lactose perméase d'E. coli. 
H* se lie en premier à E-2 à l'extérieur de la cellule, suivi par le lactose. 
Ils sont libérés en ordre quelconque de E-1 à l'intérieur de la cellule. E-2 
doit lier à la fois le lactose et H° afin de prendre la conformation E-1, ce 
qui permet le cotransport de ces substances dans la cellule. E-1 reprend 
la conformation E-2 quand ni le lactose ni H* ne sont liés, achevant ainsi 
le cycle de transport. 


3. La fluorescence du dansylaminoéthylthiogalactoside, 
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inhibiteur compétitif du transport de lactose, est sensible au carac- 
tère polaire de son environnement et, par conséquent, elle change 
lorsqu'elle se lie à la lactose perméase. Des mesures de fluores- 
cence montrent qu'il ne se lie pas aux vésicules membranaires 
contenant la lactose perméase en l'absence de gradient de protons 
transmembranaire. 


a. La lactose perméase présente deux états 
conformationnels principaux 
La lactose perméase est un monomère de 417 résidus qui, 
comme les transporteurs de glucose des mammifères (Section 20- 
9F) auxauels elle est annarentée. est essentiellement constituée de 
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12 hélices transmembranaires, ses extrémités N- et C-terminales 
étant dans le cytoplasme. Tout comme la (Na* — K*) ATPase, elle 
a deux états conformationnels principaux (Fig. 20-29) : 


L. E-1, caractérisé par un site de liaison de faible affinité pour 
le lactose orienté vers l'intérieur de la cellule. 


2. E-2, caractérisé par un site de liaison à haute affinité pour le 
lactose orienté vers l'extérieur de la cellule. 


E-1 et E-2 ne peuvent s'interconventir que lorsque leurs sites de 
liaison pour H* et pour le lactose sont, tous les deux, soit saturés, 
soit vides. Ainsi, il ne peut y avoir ni dissipation du gradient de pro- 
tons sans cotransport de lactose dans la cellule, ni transport de lac- 
tose hors de la cellule sans cotransport de H* contre son gradient. 


C. La translocase des nucléotides adényliques 


L'ATP formé dans la matrice de la mitochondrie (son compartiment 
interne; Section 1-2A) par l'intermédiaire des phosphorylations 
oxydatives (Section 22-3C) est essentiellement utilisé dans le cyto- 
sol pour permettre le déroulement de processus endergoniques 
comme les biosynthèses, les transports actifs et la contraction mus- 
culaire. La membrane interne mitochondriale contient un système 
qui transporte l'ATP de la matrice mitochondriale vers le cytosol en 
échange d'ADP produit dans le cytosol par hydrolyse de l'ATP. Ce 
système antiport, la translocase des nucléotides adényliques, est 
électrogénique puisqu'il y a échange d'ADP* avec de l'ATP*. 

Plusieurs produits naturels inhibent la translocase des nucléo- 
tides adényliques. L'atractyloside et son dérivé le carboxyatrac- 
tyloside n'inhibent le transport que du côté externe de la mem- 
brane interne mitochondriale ; l'acide bongkrékique n'inhibe le 
transport que du côté inteme de cette membrane. 
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Ces inhibiteurs aux mécanismes d'action différents ont été très 
utiles pour isoler la translocase et pour élucider son mécanisme 
d'action. Par exemple. la translocase a été purifiée par chromato- 


750 Chapitre 20. Les transports membranaires 


Extérieur intérieur 
* - Fe eu» 
nn 7 +. = 
Conformation 2 Conformation 1 


FIGURE 20-30 Mécanisme conformationnel de ki translocase des 
nucléotides adényliques. Un site de liaison pour un nucléotide adény- 
lique situé dans La zone de contact entre les sous-unités de la translocase 
dimérique, est exposé alternativement d'un côté ou de l'autre de la mem- 
brane, Contrairement au transporteur du glucose (Fig, 20-14), la translo- 
case des nucléotides adényliques ne change de conformation que si elle 
est liée à l'ADP ou à l'ATP. 


graphie d'affinité (Section 6-3C) en utilisant des dérivés de l'atrac- 
tyloside comme ligands d'affinité. La liaison de l'atractyloside est 
aussi un moyen commode pour identifier la translocase. 

La translocase des nucléotides adényliques, dimère de sous- 
unités identiques d'environ 300 résidus, a les mêmes caractéris- 
tiques que celles d'autres protéines de transport, Elle possède un 
site de liaison pour lequel l'ADP et l'ATP entrent en compétition. 
Elle présente deux conformations principales, l'une avec son site 
de liaison pour ADP — ATP orienté vers la matrice, l'autre avec le 
site orienté vers l'espace intermembranaire (Fig. 20-30), La trans- 
locase est un système antiport car elle doit se lier à un ligand pour 
passer d'un état conformationnel à un autre à une vitesse suffisante 
dans les conditions physiologiques. 

La translocase des nucléotides adényliques n'est pas, par elle- 
même, un système de transport actif. Cependant, l'exportation 
électrogénique d'une charge négative par cycle de transport quand 
l'ATP est exporté et l'ADP importé est possible grâce à la diffé- 
rence de potentiel transmembranaire, AW, de la membrane interne 
mitochondriale (extérieur positif). Il s'ensuit la formation de gra- 
dients d'ATP et d’ADP à travers la membrane, 
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Chez les animaux supérieurs, les communications intercellulaires 
les plus rapides et les plus complexes sont transmises par des 
influx nerveux. Les neurones (cellules nerveuses : par exemple Fig. 
1-10d) transmettent électriquement ces signaux sur toute la lon- 
gueur de leur prolongement (l’axone; couramment plus d'un 
mètre pour les animaux de grande taille) sous forme de vagues de 
courants ioniques. La transmission du signal entre neurones, aussi 
bien qu'entre neurones et muscles ou glandes, est habituellement 
assurée par des neurotransmetteurs chimiques. Dans la suite de 
cette section, nous étudierons les aspects électriques et chimiques 


A. Canaux ioniques voltage-dépendants 


Comme nous l'avons vu, les gradients ioniques à travers les mem- 
branes sont produits par des pompes spécifiques demandant de 
l'énergie (Section 20-3), Ces gradients ioniques sont ensuite dissi- 
pés via des canaux ioniques comme les canaux potassiques (Sec- 
tion 20-2F), Cependant, ces pompes ne peuvent traiter le flux mas- 
sif d'ions traversant les canaux. Ceux-ci restent donc normalement 
fermés et ne s'ouvrent que pour assurer une fonction particulière 
de la cellule. L'ouverture et la fermeture des canaux ioniques 
(« gating » en anglais) survient en réponse à divers stimuli : 


L. Les canaux ligand-dépendants s'ouvrent en réponse à des 
stimuli extracellulaires. Par exemple, le canal potassique KcsA 
(Section 20-2F) s'ouvre lorsque le pH extracellulaire est inférieur 
à -4, alors que dans les cellules nerveuses les canaux ioniques 
ligand-dépendants s'ouvrent lorsqu'ils fixent des neurotransmet- 
teurs spécifiques du côté extracellulaire (Section 20-5B). 

2. Les canaux signal-dépendants s'ouvrent lorsqu'ils fixent 
du côté intracellulaire des seconds messagers comme l'ion Ca?* ou 
la sous-unité Gy, d'une protéine G hétérotrimérique (Section 
19-20). 

3. Les canaux voltage-dépendants s'ouvrent en réponse à une 
modification du potentiel de membrane. Les organismes pluricel- 
lulaires contiennent un grand nombre de canaux voltage-dépen- 
dants différents. Par exemple, les influx nerveux résultent de l'ou- 
verture séquentielle de canaux voltage-dépendants sur toute la 
longueur d'une même cellule nerveuse (Section 20-5B). 


Tous les canaux potassiques voltage-dépendants sont des 
homotétramères transmembranaires dont chaque sous-unité 
contient un domaine N-terminal cytoplasmique de -220 résidus, 
un domaine transmembranaires de -250 résidus constitué de six 
hélices, S1 à S6, et un domaine C-terminal cytoplasmique de —-150 
résidus (Fig. 20-31). S5 et S6, avec leur boucle P intermédiaire, 
sont homologues au canal potassique KesA (Section 20-2F), la 
boucle P contenant la séquence signature TVGYG du canal potas- 
sique. 

Les canaux sodiques et calciques voltage-dépendants sont des 
monomères de 2000 résidus constitués de 4 domaines consécu- 
tifs, dont chacun est homologue au domaine transmembranaire du 
canal potassique, séparés par des boucles cytoplasmiques souvent 
très longues. On pense que ces domaines adoptent une disposition 


FIGURE 20-31 Prédictions de structure secondaire et d'orientation 


pseudotétramérique autour d'un pore central qui ressemble à celui 
des sous-unités dans les canaux potassiques voltage-dépendants. 
Cette homologie de structure suggère que les canaux ioniques vol- 
tage-dépendants ont en commun une architecture où les diffé- 
rences de sélectivité vis-à-vis des ions découlent de différences 
stéréochimiques précises du pore central. Cependant, à part leur 
noyau transmembranaire conservé, les canaux ioniques voltage- 
dépendants de sélectivités ioniques distinctes sont très différents. 
Par exemple, les canaux potassiques voltage-dépendants connus 
sous le nom de canaux K, possèdent un domaine conservé de 
—100 résidus, dit domaine T1, qui précède le domaine transmem- 
branaire et est absent des autres types de canaux ioniques voltage- 


Quelle est la nature du mécanisme d'ouverture des canaux 
ioniques voltage-dépendants ? L'hélice S4 (-19 résidus ; Fig. 20- 
31), qui contient -5 chaînes latérales chargées positivement tous 
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FIGURE 20-32 Modèle composite du canal K, Le canal est vu parallè- 
lement au plan de la membrane, avec sa face extracellulaire vers le haut. 
La partie inférieure du dessin montre un diagramme C,, de la structure 
par rayons X du tétramère T1, chaque sous-unité (dont trois seulement 
sont représentées, pour plus de clarté) étant de couleur différente, Seul le 
peptide d'inactivation lié à la sous-unité en rouge est montré (en jaune). 
La partie supérieure du modèle représente son domaine transmembra- 
naire, les hélices S$ et S6 étant 
rayons X du canal homologue KcsA (Fig. 20-16) et les hélices S1 à S4, 
dont la structure est inconnue, étant représentées schématiquement. Les 
domaines C-terminaux, qui suivent les hélices S6, ont été omis pour plus 
de clarté. La boîte en vert clair désigne le filtre de sélectivité formé par 
les quatre boucles P. La boîte en orange délimite la région occupée par 
les fenêtres latérales présumées par lesquelles les ions K* cytoplasmiques 
et les peptides d'inactivation ont accès au pore central, [Avec la permis- 
sion de Senyon Choe, The Salk Institute, La Jolla, California. PDBid 
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les -3 résidus, agirait comme détecteur de voltage (les résidus 
chargés étant instables dans un environnement lipidique, S4 est 
probablement entourée de la protéine). Ceci fut montré en fixant 
par covalence à l’un ou l'autre des résidus de S4 un colorant 
dont le spectre de fluorescence varie avec la polarité de l'envi- 
ronnement, D'après des mesures de fluorescence pratiquées sur 
chacun des canaux ioniques ainsi marqués, une augmentation du 
potentiel de membrane (l'intérieur devenant moins négatif) 
entraîne le déplacement d'un segment d'au moins 7 résidus à 
l'extrémité N-terminale de S4, située dans la membrane, vers 
l'environnement extracellulaire. C'est ce mouvement qui déclen- 
cherait l'ouverture du canal. En dépit de recherches poussées, le 
mécanisme par lequel les canaux ioniques s'ouvrent en réponse 
à une modification du potentiel transmembranaire reste cepen- 
dant obscur. Il est néanmoins probable que l'ouverture est formée 
en grande partie des extrémités cytoplasmiques des quatre hélices 
S6 du canal ionique. 

Le domaine TI du canal K, confère la spécificité d'oligo- 
mérisation des sous-unités : il empêche les sous-unités de diffé- 
rentes familles K,, de s'assembler au sein d'un même tétramère, 
La structure par rayons X de domaines T1 isolés, déterminée par 
Senyon Choc et Paul Pfaffinger, montre que cette protéine hydro- 
soluble forme un homotétramère de symétrie de rotation d'ordre 
4 (Fig.20-32, en bas). Une telle symétrie C, (Section 8-SB) est 
rare pour les protéines globulaires (dont pratiquement tous les 
homotétramères ont une symétrie D,) mais elle est évidemment 
normale pour les protéines homotétramériques transmembra- 
naires. Le tétramère T1 pend sans doute sous la face cytoplas- 
mique du domaine transmembranaire du canal K, de sorte à en 
rapprocher les axes d'ordre 4. Ceci suggère que le canal central 
rempli d'eau, dont le plus petit diamètre est -4 À, du tétramère 
T1 forme l'entrée extérieure du pore K* et peut être même une 
partie de son ouverture. Cependant, nous allons voir que ce n'est 
pas le cas. 


a. Les canaux ioniques ont deux ouvertures 

Des mesures électrophysiologiques montrent que le canal K,, 
se ferme spontanément quelques millisecondes après son ouver- 
ture, processus appelé inactivation, et ne s'ouvre à nouveau 
qu'après repolarisation de la membrane (retour au potentiel de 
repos). De toute évidence, /e canal K,, contient deux portes vol- 
tage-dépendantes, une pour ouvrir le canal suite à une augmen- 
tation du potentiel de membrane, l'autre pour le fermer très peu 
de temps après. Ce phénomène a d'importantes conséquences 
pour la transmission de l'influx nerveux (Section 20-SB). En fait, 
on peut détecter les faibles «courants de porte» résultant des 
mouvements de ces portes chargées positivement, lorsqu'elles 
s'ouvrent et se ferment (un courant électrique est le déplacement 
d'une charge), si l'on bloque au préalable les courants beaucoup 
plus intenses des ions K* à travers la membrane en obstruant le 
canal K, du côté cytoplasmique avec de hautes concentrations 
d'ions Cs* ou tétraéthylammonium (qui sont trop volumineux 
pour traverser le pore à K* et restent apparemment coincés dans 
celui-ci). 


b. L'inactivation résulte de l'insertion du peptide N- 
terminal du canal K, dans son pore central 
L'inactivation du canal K, est abolie par délétion protéoly- 
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activation) auquel des études par RMN attribuent une structure 
sphérique (Fig. 20-32, en bas à droite). Cependant, lorsqu'un 
peptide d’inactivation synthétisé chimiquement est injecté dans 
le cytoplasme, le canal K,, tronqué s'inactive à une vitesse pro- 
portionnelle à la concentration du peptide d’inactivation. Ceci 
suggère que l'inactivation survient lorsque la boule d'inactiva- 
tion se rabat à partir de l'extrémité du peptide de -65 résidus 
qui la rattache au domaine TI, et vient se fixer au pore K* 
ouvert de sorte à bloquer physiquement le passage des ions K* 
-on parle du mécanisme de la boule et de la chaîne. En effet, 
la durée d'ouverture du canal K, varie avec la longueur de 
cette chaîne, qu'on peut faire varier par mutagenèse. 

Où le site de fixation du peptide d'inactivation se trouve-t- 
il? Une analyse par mutagenèse, due à McKinnon, montre que 
les résidus hydrophobes qui tapissent le pore interne du canal 
et sa cavité centrale forment le site récepteur du peptide d'in- 
activation. Puisque l'entrée cytoplasmique du pore interne est 
trop étroite (diamètre de -6 À) pour la boule, le peptide qui 
la constitue doit se déplier pour y entrer. Les 10 premiers rési- 
dus des peptides d'inactivation sont essentiellement hydro- 
phobes, alors que les 10 suivants sont essentiellement hydro- 
philes et comprennent plusieurs résidus basiques. Il semble 
donc que l’inactivation résulte de la liaison de l'extrémité N- 
terminale du peptide d'inactivation en pleine extension, à l'in- 
térieur du pore interne via des interactions hydrophobes, asso- 
ciation renforcée par la liaison des résidus basiques du segment 
C-terminal du peptide d'inactivation aux résidus acides qui 
bordent l'entrée du pore interne. Le peptide d’inactivation agit 
donc plutôt comme un serpent que comme une boule au bout 
d'une chaîne. 

Comment le peptide d'inactivation accède-t-il au pore 
inteme, qui est censé être fermé par le tétramère T1? Il ne 
peut traverser le centre de celui-ci, qui est trop étroit comme 
le montre la structure par rayons X. De plus, les domaines 
individuels T1 du tétramère ne peuvent se séparer suffisam- 
ment pour laisser passer le peptide d'inactivation, Christopher 
Miller a en effet démontré que le pontage de domaines T1 
adjacents par liaisons disulfure (introduites par génie génétique 
à des positions déterminées selon la structure par rayons X de 
T1) n'altère par significativement les propriétés d'ouverture et 
de fermeture du canal K,, Ceci suggère que le peptide d’inac- 
tivation accède au bas du pore transmembranaire via des 
fenêtres latérales entre les domaines transmembranaire et T1, 
dont les côtés sont formés par le segment peptidique de -35 
résidus qui relie ces domaines (Fig. 20-32, flèche courbe en 
pointillés). Les ions K* passent sans doute par ces mêmes 
fenêtres lorsque le canal K,, est ouvert. 

Un canal K, modifié par génie génétique de sorte à ne lais- 
ser un peptide d'inactivation qu'à une des sous-unités s’inac- 
tive toujours, mais à une vitesse tombée au quart de celle des 
canaux K,, normaux. Dans ceux-ci, donc, n'importe lequel des 
quatre peptides d'inactivation peut bloquer le canal et ce au 
hasard, Au contraire, les canaux sodiques voltage-dépendants 
ne possèdent qu'un seul peptide d’inactivation, situé sur le seg- 
ment qui relie les troisième et quatrième domaines transmem- 
branaires homologues. C'est pourquoi la section de la chaîne 
peptidique dans cette région abolit l'inactivation du canal 
sodique. 


B. Potentiels d'action 


Les neurones, comme les autres cellules, génèrent des gra- 
dients ioniques à travers leur membrane plasmique par l’inter- 
médiaire de pompes correspondantes, spécifiques de chaque 
ion. En particulier, une (Na* — K*) ATPase (Section 20-3A) 
catalyse l'entrée de K* et la sortie de Na* dans le neurone de 
façon à aboutir à des concentrations ioniques intra- et extra- 
cellulaires semblables à celles qui figurent au Tableau 20-3. Le 
potentiel de membrane qui en résulte, AW, peut être décrit par 
l'équation de Goldman, une extension de l'Ég. [20.3] qui 
rend compte de manière explicite des perméabilités membra- 
naires différentes des ions : 


av = AT), ZPAC(ow)] + Z PJA()] 204] 
F DS PIC(in)] + S PJA(ou)] | 

Dans cette formule, C et A représentent respectivement les 
cations et les anions et, par souci de simplication, nous avons 
émis l'hypothèse physiologiquement raisonnable que seuls les 
ions monovalents ont une concentration significative. Les 
quantités P. et P., coefficients de perméabilité respectivement 
des différents cations et anions, sont indicatifs de la rapidité 
avec laquelle ils traversent la membrane (chacun est égal au 
coefficient de diffusion de l'ion correspondant divisé par 
l'épaisseur de la membrane; Section 20-2A). Il faut noter que 
l'Éq. [20.8] se ramène à l'équation [20.3] si l’on considère que 
tous les coefficients de perméabilité de tous les ions mobiles 
sont égaux. 
En appliquant l'équation [20.8] aux données du Tableau 20-3 
et en considérant la température égale à 25° C, on obtient une 
valeur de A = -83 mV (intérieur négatif), en bon accord avec 
les potentiels de membrane mesurés expérimentalement pour 
des cellules de mammifère. Cette valeur est toutefois plus 
grande que le potentiel d'équilibre de K*, AY = -91 mV 
obtenu en considérant que la membrane n'est perméable 
qu'aux seuls ions K* (P,,, = P «- = 0). Le potentiel de mem- 
brane est créé par un déséquilibre, étonnament faible, de la dis- 
tribution ionique à travers la membrane : seule une paire d'ions 
par million environ est séparée par la membrane, l'anion allant 
du côté cytoplasmique et le cation allant vers l'extérieur. Le 
champ électrique qui en résulte est néanmoins énorme d'un 


TABLEAU 20-3 Concentrations en ions et coefficients de per- 
méabilité membranaire chez les mammifères 


Concentration Concentration Coefficient 
cellulaire sanguine de perméabilité 
lon (mM) (mM) (em * s°!) 
K! 139 4 sx 107 
Na! 12 145 5 x 10”? 
CE 4 116 1 x 1074 
x? 138 9 0 


“X représente les macromolécules chargées négativement dans les conditions 
physologiques. 

Source : Darnell, J., Lodish, H., and Baltimore, D., Molecular Cell Biology, 
pp. 618 and 725, Scientific American Books (1986). 


point de vue macroscopique : en considérant une membrane de 
50 À d'épaisseur, il atteint presque 170 000 V : cm°!. 


a. Les potentiels d'action propagent l’influx nerveux 

Un influx nerveux consiste en une vague de dépolarisation 
membranaire transitoire connue sous le nom de potentiel d'action 
et qui se déplace le long d'une cellule nerveuse. Une microélec- 
trode implantée dans un axone enregistre que, pendant la première 
demi-milliseconde d’un potentiel d'action, AY passe de sa valeur 
au repos d'environ — 60 mV, à environ 30 mV (Fig. 20-33a). Ceue 
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FIGURE 20-33 Évolution d'un potentiel d'action en fonction du 
temps. (a) La membrane de l'axone subit une dépolarisation rapide, sui- 
vie d'une hyperpolarisation presqu'aussi rapide puis d'un retour lent au 
potentiel de repos. (b) La dépolarisation est causée par une augmentation 
transitoire de la perméabilité au Na* (conductance), tandis que l'hyperpo- 
larisation résulte d'une augmentation de la perméabilité au K* qui, com- 
mençant une fraction de milliseconde plus tard, dure pendant une période 
plus longue, L'unité de conductance, 1 mho = 1 ohm°!. [D'après Hodg- 
kin, A.L. and Huxley, A.F, Z. Physiol. 117, 530 (1952).] 
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dépolarisation est suivie d'une repolarisation presqu'aussi rapide 
au delà du potentiel de repos, jusqu'au potentiel d'équilibre de K* 
(hyperpolarisation) suivie ensuite d'un retour plus lent au potentiel 
de repos. Quelle est l’origine de ce comportement électrique com- 
plexe ? En 1952, Alan Hodgkin et Andrew Huxley ont démontré 
que le potentiel d'action résulte d’une augmentation transitoire de 
la perméabilité membranaire vis-à-vis de Na* (P,,+) suivie, en 
moins d'une fraction de milliseconde, d’une augmentation transi- 
toire de celle vis-à-vis de K° (P L+, Fig. 20-33b). 

Les changements spécifiques de perméabilité des ions, qui 
caractérisent un potentiel d'action, proviennent de la présence de 
canaux sodiques et potassiques voltage-dépendants. Lorsqu'un 
influx nerveux atteint une zone donnée de la membrane de la cel- 
lule nerveuse, l'augmentation du potentiel de membrane induit 
l'ouverture transitoire des canaux sodiques de sorte que les ions 
Na diffusent dans la cellule nerveuse à la vitesse d'environ 6 000 
ions + ms”! et par canal. Cette augmentation de P,,+ entraîne une 
augmentation de AY (Éq. [20.3]) qui, à son tour, entraîne l’ouver- 
ture d'un plus grand nombre de canaux sodiques etc …, conduisant 
à une entrée massive de Na° dans la cellule. Pourtant, avant que ce 
processus ne puisse atteindre la valeur du potentiel d'équilibre de 
Na°, soit environ — 60 mV, les canaux potassiques s'ouvrent (P4+ 
augmente), tandis que les canaux sodiques se referment (s'inacti- 
vent ; P,,+ revient à sa valeur au repos), AY ainsi change de signe 
et dépasse sa valeur au repos pour approcher de la valeur de K* à 
l'équilibre. Finalement, les canaux potassiques se ferment égale- 
ment et la zone membranaire revient à son potentiel de repos. Les 
canaux sodiques qui ne restent ouverts que de 0,5 à 1,0 ms, ne se 
réouvriront pas avant que la membrane ne soit revenue à son état 
de repos, ce qui limite la vitesse de décharge de l'axone. 

Un potentiel d'action est déclenché par une augmentation de 
AY d'environ 20 mV jusqu'à environ — 40 mVY. Les potentiels d'ac- 
tion se propagent ainsi le long d'un axone puisque la valeur ini- 
tialement croissante de AY dans un secteur donné de la membrane 
axonale déclenche le potentiel d'action dans un secteur adjacent 
et ainsi de suite (Fig. 20-34). L'influx nerveux est ainsi amplifié en 
continu de sorte que l'amplitude du signal reste constante le long 
de l’axone (par contre, une impulsion électrique qui se propage le 
long d'un cable se dissipe par suite d'effets résistifs et capacitifs). 
Il faut cependant noter que, puisque le déséquilibre ionique res- 
ponsable du potentiel de membrane au repos est faible, seule une 
minuscule fraction du gradient Na* — K* d'une cellule nerveuse se 
décharge au cours d'un infiux (seul un ion K* du cytosol sur 3000 
à 30 000 est échangé pour un Na° extracellulaire, comme l'indi- 
quent des mesures avec du Na radioactif). Un axone peut ainsi 
transmettre un nouvel influx nerveux après quelques millisecondes 
sans aucun arrêt. Cette capacité de réaction rapide est une caracté- 
ristique essentielle des communications neuronales : puisque les 
influx nerveux ont tous la même amplitude, l'ordre de grandeur 
d'un stimulus dépend de la vitesse à laquelle le nerf déclenche les 
potentiels. 


b. Le canal sodique voltage-dépendant est la cible de 
nombreuses neurotoxines 
Les neurotoxines se sont révélées être des outils inestimables 
pour disséquer les différents aspects des mécanismes de neuro- 
transmission. De nombreuses neurotoxines interfèrent, comme 
nous le verrons, avec l'action de canaux sodiques voltage-dépen- 
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FIGURE 20-34 Propagation d'un potentiel d'action le long d'un cher. La vitesse de propagation de l'influx qui est indiquée est celle qui 
axone. La dépolarisation membranaire initiale déclenche un potentiel est mesurée dans l'axone géant du calmar qui, du fait de son épaisseur 


d'action au niveau de la zone de la membrane axonique immédiatement exceptionnelle (-1 mm), est un modèle expérimental favori des neuro- 
en aval, en induisant l'ouverture des canaux sodiques voltage-dépendants. physiologistes. Noter que le potentiel d'action sur cette figure diffère de 


Au fur et à mesure du déplacement de la dépolarisation vers l'aval, les celui de la Fig. 20-33, car il montre ici la distribution du potentiel mem- 
canaux sodiques se referment et les canaux potassiques s'ouvrent pour branaire le long d'un axone à un instant donné, tandis que, sur la Fig. 20- 
hyperpolariser la membrane, Après une courte période réfractaire, pen- 33, la variation est exprimée en fonction du temps, en un point donné de 
dant laquelle les canaux potassiques se ferment et la membrane hyperpo- l'axone. 


larisée revient à son potentiel de repos, un second influx peut se déclen- 


dants mais, curieusement, on en connaît peu qui affectent les produit par des dinoflagellés marins (un type de plancton connu 
canaux potassiques voltage-dépendants. La tétrodotoxine, sous le nom de « red tide » ou marée rouge) qui est concentré par 
filtration par les coquillages au point qu'une moule peut, à elle 
seule, contenir suffisamment de saxitoxine pour tuer cinquante 
personnes. Ces deux neurotoxines possèdent un groupement gua- 
nidinium et toutes deux ne sont efficaces que si elles sont appli- 
quées à la surface externe d'un neurone (leur injection dans le 
cytoplasme n’induit aucune réponse). C'est pourquoi on pense que 
ces toxines interagissent spécifiquement avec un anion carboxylate 
localisé à l'entrée du canal sodique, du côté extracellulaire. 


La batrachotoxine, 
qe , O0 
H,C TN Il CH 
; : ‘ CH—0—C bd 
poison paralysant très puissant que l'on trouve dans la peau, les | | 
ovaires, le foie et l'intestin du poisson-globe (connu sous le nom CH, mél H.C 
de fugu au Japon, où il est considéré comme un mets délicat qui : : 
ne doit être préparé que par des chefs qui connaissent l'anatomie 0—CH 
de ce poisson), agit en bloquant spécifiquement les canaux 5 
sodiques. Il en est de même pour la saxitoxine, H 
Batrachotoxine 
Î un alcaloïde stéroïdien sécrété par la peau d'une grenouille veni- 
CHy—0—C—NH; meuse colombienne, Phyllobates aurotaenia, est le plus puissant 
H H venin connu (2 pg/kg est létal à 50% chez la souris). Cette sub- 
PE N stance se fixe également spécifiquement sur les canaux sodiques 
HN Fr” voltage-dépendants mais, à l'inverse des actions de la tétrodo- 
Ë NH toxine et de la saxitoxine, elle rend la membrane axonale fortement 
Ho 0H perméable à Na*, En fait, la dépolarisation axonale induite par la 


batrachotoxine peut être inversée par la tétrodotoxine. L'observa- 


augmente l'action de la batrachotoxine indique que cette toxine se 
fixe sur le canal sodique lorsqu'il est ouvert. 

Les venins de scorpions d'origine américaine contiennent des 
familles de neurotoxines protéiques de 60 à 70 résidus qui agissent 
également pour dépolariser les neurones en se fixant sur leur 
canaux sodiques (les différentes neurotoxines d'un même venin 
semblent être destinées à se fixer sur les canaux sodiques des dif- 
férentes espèces que le scorpion est susceptible de rencontrer). Les 
toxines de scorpion et la tétrodotoxine n'entrent pas en compéti- 
tion, ce qui indique qu'elles doivent se fixer sur des sites différents. 


c. La vitesse de l’influx nerveux est augmentée par la 
myélinisation 

Les axones des neurones des vertébrés de plus grande taille sont 

entourés de myéline, un «isolant électrique » biologique enroulé 


Schwann qui, à mesure qu'elle croît autour d'un axone, fait sortir son 
cytoplasme d'entre les couches. La double bicouche qui en résulte et qui 
fait de 10 à 150 tours autour de l'axone, est un bon isolant électrique à 


cause de sa teneur lipidique particulièrement élevée (79 %). [Avec la per- 
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autour de l'axone (Fig, 20-35a) afin de l'isoler électriquement du 
milieu extracellulaire, Des influx dans des nerfs myélinisés se pro- 
pagent à des vitesses allant jusqu'à 100 m : s°!, alors que les 
vitesses ne dépassent pas 10 m - s”! pour des nerfs non recouverts 
de myéline (on s’imagine les difficultés de coordination si, par 
exemple, une girafe ne disposait que de nerfs non myélinés). 

Comment la myélinisation augmente-t-elle la vitesse des 
influx nerveux ? Les gaines de myéline sont interrompues envi- 
ron tous les millimètres le long de l'axone par des secteurs étroits 
sans myéline connus sous le nom de nœuds de Ranvier (Fig. 20- 
35b) où l'axone est en contact avec le milieu extracellulaire. Des 
études utilisant la fixation de tétrodotoxine radioactive indiquent 
que les canaux sodiques voltage-dépendants dans les axones sans 
myéline ont une distribution plutôt espacée, bien qu'uniforme, 
d'environ 20 canaux - pm”?. A l'opposé, les canaux sodiques 
d'axones myélinisés ne se rencontrent qu'au niveau des nœuds de 
Ranvier où ils sont concentrés jusqu'à une densité de 10* + um”? 
Le potentiel d'action de ces axones myélinisés « saute » entre ces 
nœuds, processus connu sous le nom de conduction saltatoire 
(du latin saltare, sauter). La transmission de l’influx nerveux 
entre ces nœuds doit donc se produire par conduction passive 
d'un courant ionique, mécanisme qui est plus rapide que la pro- 
pagation continue d'un potentiel d'action, mais qui est également 
dissipatif. Les nœuds agissent comme des points d'amplification 
pour maintenir l'intensité de l'impulsion électrique tout au long 
de l’axone, Sans la gaine de myéline, l'impulsion électrique 
deviendrait trop atténuée, à la fois par fuite d'ions et par effets 
capacitifs, pour pouvoir déclencher un potentiel d'action au 
nœud suivant. En fait, la sclérose en plaques, maladie auto- 
immune qui conduit à la démyélinisation des fibres nerveuses du 
cerveau et de la moëlle épinière, provoque des troubles neurolo- 
giques graves pouvant conduire à la mort. 


+ 11 + 


++ 
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University.] (b) Représentation schématique d'un axone myélinisé en sec- 
tion longitudinale, montrant qu'au niveau des nœuds de Ranvier (courts 
espaces entre deux cellules de Schwann adjacentes), la membrane axo- 
nale est en contact avec le milieu extracellulaire, Une dépolanisation pro- 
duite par un potentiel d'action au niveau d'un nœud se transmet, par 
conduction ionique, le long de l'axone (flèches rouges) vers le nœud voi- 
sin où il déclenche un nouveau potentiel d'action. Les influx nerveux 
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C. Neurotransmetteurs et leurs récepteurs 


Les jonctions au niveau desquelles les neurones transmettent des 
signaux à d'autres neurones, muscles ou glandes sont appelées 
synapses. Dans les synapses électriques, qui sont spécialisées 
dans la transmission rapide de signaux, les cellules sont séparées 
par un espace interstitiel, la fente synaptique, d'une largeur de 
20 À seulement et qui est enjambée par des jonctions communi- 
cantes (Section 12-3F). Ainsi, un potentiel d'action qui arrive du 
côté présynaptique de la fente peut suffisamment dépolariser la 
membrane postsynaptique pour déclencher directement son poten- 
tiel d'action. Les synapses dont la largeur est supérieure à 200 À, 
ce qui est le cas de la majorité d'entre elles, ont une distance trop 
grande pour un couplage électrique direct. Dans ces synapses chi- 
miques, le potentiel d'action qui arrive déclenche la libération, par 
le neurone présynaptique, d'une substance spécifique connue sous 
le nom de neurotransmetteur, qui diffuse à travers la fente et se 
fixe à ses récepteurs correspondants situés sur la membrane post- 
synaptique. Dans les synapses excitatrices, la fixation d’un neu- 
rotransmetteur induit la dépolarisation de la membrane, déclen- 
chant ainsi un potentiel d'action à travers la membrane 
postsynaptique. A l'opposé, la fixation de neurotransmetteurs dans 
des synapses inhibitrices modifie la perméabilité de la membrane 
postsynaptique de manière à inhiber le potentiel d'action et atté- 
nuer ainsi les signaux excitateurs. Quel est le mécanisme par 
lequel un potentiel d'action stimule la libération d'un neurotrans- 
metteur et comment sa fixation sur un récepteur peut-elle modifier 
la perméabilité de la membrane postsynaptique ? Pour répondre à 
ces questions, considérons le fonctionnement des synapses choli- 
nergiques, c'est-à-dire celles qui utilisent l'acétylicholine (ACh) 
comme neurotransmetteur : 


O0 
Il + 
CH; — C—0— CH; — CHy—N(CHyhs 
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On connaît deux types de synapses cholinergiques : 


1. Celles qui contiennent des récepteurs nicotiniques (récep- 
teurs qui répondent à la nicotine). 


2. Celles qui contiennent des récepteurs muscariniques 
(récepteurs qui répondent à la muscarine, alcaloïde produit par le 
champignon vénéneux Amanita muscaria). 

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons plus particulièrement aux 
synapses cholinergiques qui contiennent des récepteurs nicoti- 
niques puisque ce type bien caractérisé de synapses se rencontre à 


toutes les jonctions neuromusculaires excitatrices chez les verté- 
brés et à de nombreux endroits du système nerveux. 


a. Les organes électriques des poissons électriques sont 
riches en synapses cholinergiques 

L'étude de la fonction synaptique a été grandement facilitée en 
découvrant que, lorsqu'on homogénéise un tissu nerveux, les ter- 
minaisons présynaptiques se détachent par épincement et se réas- 
socient pour former des synaptosomes. L'emploi des synapto- 
somes, qui peuvent être rapidement isolés par ultracentrifugation 
sur gradient de densité, a l'avantage d'en permettre la manipula- 
tion et l'analyse sans interférence avec d'autres composants neu- 
ronaux. 

Les organes électriques de l’anguille électrique d'eau douce 
Electrophorus electricus et du poisson électrique marin du genre 
Torpedo constituent la source la plus riche connue en synapses 
cholinergiques. Les organes électriques que ces organismes utili- 
sent pour paralyser ou tuer leurs proies, consistent en empilements 
d'environ 5000 cellules fines et plates appelées électroplaques 
qui se développent d'abord comme des cellules musculaires mais 
perdent finalement leur appareil contractile. Un côté de l'électro- 
plaque est fortement innervé et possède une résistance électrique 
élevée, le côté opposé étant au contraire sans innervation et avec 
une faible résistance. Au repos, le potentiel de membrane est d'en- 
viron -90 mV. Lors d'une stimulation neuronale, toutes les mem- 
branes innervées dans la pile d'électroplaques se dépolarisent 
simultanément jusqu'à atteindre un potentiel de membrane d'envi- 
ron 40 mV, ce qui entraîne une différence de potentiel entre chaque 
cellule de 130 mV (Fig. 20-36). Puisque les 5 000 électroplaques 
sont montées en série comme les piles d'une lampe de poche, la 
différence de potentiel totale est égale à 5 000 x 0,130 V = 650 V, 
ce qui est suffisant pour tuer un être humain. 


b. L’acétyicholine est libérée des vésicules synaptiques par 
exocytose Ca?*-dépendante 
L'ACh est synthétisée, au voisinage de la terminaison présy- 
naptique d'un neurone, par le transfert du groupement acétyle 
d'une molécule d’acétyl-CoA [la structure du coenzyme À (CoA) 
est donnée à la Fig. 21-2] sur la choline, selon une réaction cata- 


lysée par la choline acétyltransférase. 
1 
+ 
HyC—C—S—CoA + HO—CH;—CHy— NiCHy)s 
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La plus grande quantité de l'ACh formée est stockée dans des vési- 
cules synaptiques de 400 À de diamètre, limitées par une mem- 
brane, qui contiennent chacune environ 10* molécules d'ACh. 

L'arrivée d'un potentiel d'action au niveau de la membrane pré- 
synaptique déclenche l'ouverture de canaux calciques voltage- 
dépendants, ce qui élève transitoirement la [Ca?*] locale de son 


FIGURE 20-36 La dépolarisation simultanée (en rouge, à droite) des 
membranes innervées dans une pile d'électroplaques « montées » en 
série, entraîne une grande différence de potentiel entre les deux 
extrémités de la pile. Ceci est dû au fait que la différence de potentiel 
totale est la somme des différences de potentiel de chaque électroplaque. 


niveau de repos de 0,1 1M à une valeur de 10 à 100 M. L'influx 
de C@* extracellulaire qui en résulte stimule à son tour l'exocy- 
tose des vésicules synaptiques dans le voisinage du canal calcique 
de sorte que leur contenu en ACR est libéré dans la fente synap- 
tique (Fig. 12-61). Le mécanisme par lequel les vésicules synap- 
tiques fusionnent avec la membrane présynaptique est étudié dans 
la Section 12-4D, 

On commence à comprendre comment le Ca?* induit l'exocy- 
tose des vésicules synaptiques. Le principal détecteur de Ca* 
serait la synaptotagmine [, protéine dont une hélice transmem- 
branaire traverse la membrane de la vésicule synaptique et dont le 
domaine cytosolique contient quatre sites de fixation du Ca?*. A 
des [Ca?*] basales, la synaptotagmine 1 se lie au Q-SNARE syn- 
taxine (Section 12-4D) de manière à bloquer sa liaison au R- 
SNARE synaptobrévine et au Q-SNARE SNAP25, ce qui empêche 
la fusion vésiculaire. Cependant, lorsqu'elle fixe le Ca?*, la synap- 
totagmine libère la syntaxine, ce qui permet le déclenchement de 
la fusion vésiculaire. 

Une fois déclenchée, la fusion des vésicules synaptiques avec 
la membrane présynaptique survient très rapidement (<0,3 ms) car 
de nombreuses vésicules synaptiques se sont déjà accolées à la 
membrane présynaptique. Chaque impulsion de Ca? provoque 
l'exocytose d'environ 10% des ces dernières. Cependant, elles 
sont rapidement remplacées car la majorité des vésicules synap- 
tiques restantes sont tenues en réserve dans une zone, dite active, 
à moins de 20 nm de la membrane présynaptique. Le maintien des 
vésicules dans cette zone est dû à une phosphoprotéine fibreuse 
appelée synapsine I, qui se fixe également à l'actine et à la spec- 
trine, protéines du cytosquelette (Section 12-3D). La synapsine 1 
est un substrat de la protéine-kinase calmoduline-dépendante (Sec- 
tion 18-3C), de sorte qu'une augmentation de Ca}* entraîne sa 
phosphorylation. Ceci libérerait les vésicules synaptiques de la 
zone active, leur permettant ainsi de s'accoler à la membrane pré- 
synaptique en vue de l’exocytose. La distance de 20 nm entre la 
zone active et la membrane présynaptique serait assez courte pour 
que les Q- et R-SNARE commencent à former leur complexe de 
spire enroulée (Fig. 12-62), ce qui faciliterait le processus d'ac- 
costage. 
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L'araignée appelée veuve noire utilise ce système : son venin 
contient une protéine très neurotoxique, l'&-latrotoxine (130 kD), 
qui cause une libération massive d’ACh au niveau de la jonction 
neuromusculaire, notamment en formant à travers la membrane 
présynaptique des canaux transmembranaires homotétramériques 
qui agissent comme ionophores à Ca?*. À l'opposé, la toxine botu- 
linique interfère, comme nous l'avons vu (Section 12-4D), avec 
l'exocytose des vésicules synaptiques en clivant par protéolyse des 
protéines SNARE spécifiques, ce qui empêche la libération d'Ach. 

Les protéines des vésicules synaptiques ayant subi l'exocytose 
sont rapidement récupérées de la membrane présynaptique par 
endocytose, essentiellement dans des vésicules tapissées de cla- 
thrine (Section 12-4C). Cependant, une fois que ces dernières ont 
perdu leur manteau de clathrine, elles ne fusionnent pas avec les 
endosomes comme c'est d'habitude le cas (Fig. 12-79). Au 
contraire, elles sont immédiatement à nouveau remplies d'ACh par 
un antiport H*—ACh, qui est actionné par les protons pompés dans 
la vésicule par une ATPase de type V (Section 20-3), et envoyées 
dans la zone active. Ce recyclage rapide des vésicules synaptiques 
(qui prend <! min) permet aux neurones de se décharger en 
continu à un rythme d'environ 50 fois par seconde. 


c. Le récepteur de l’acétylcholine est un canal cationique 

ligand-dépendant 

Le récepteur de l’acétylcholine est une glycoprotéine trans- 
membranaire de 290 kD, de type &,fyô, dont les quatre sous-unités 
homologues ont chacune, d'après les prédictions de structure, 4 
hélices transmembranaires (M1 à M4) ainsi qu'un grand domaine 
synaptique N-terminal et une boucle cytoplasmique assez longue 
entre les hélices M3 et M4. Des études cristallographiques électro- 
niques, réalisées par Nigel Unwin, montrent que la forme du récep- 
teur en l'absence du ligand est celle d’un cylindre de 80 À de dia- 
mètre et de 125 À de long, qui déborde de 60 À environ dans 
l'espace synaptique et de 20 À environ dans le cytoplasme (Fig. 20- 
37). Ses cinq sous-unités en bâtonnets sont organisées selon une 
symétrie de pseudo-ordre cinq sur une grande partie de la longueur 
avec, dans le sens horaire, l'ordre -a-fi-«-8-Y. lorsqu'on l'observe à 
partir de l'espace synaptique. La caractéristique la plus frappante 
du récepteur d'ACh est son canal central rempli d'eau, de 20 À 
environ de diamètre sur 65 À de long, et qui s'étend depuis l'entrée 
synaptique jusqu'à la bicouche lipidique où il forme un pore plus 
resserré de 30 À de long qui semble être bloqué vers le milieu de la 
bicouche, Ce blocage, qui correspond vraisemblablement à l'entrée 
du canal, a moins de 6 À d'épaisseur, ce qui suggère qu'il est 
constitué d’un ou deux anneaux de chaînes latérales, sans doute des 
résidus Leu conservés, qui se projettent des parois du canal à l'inté- 
rieur de celui-ci. L'extrémité cytoplasmique du récepteur forme une 
cavité centrale d'environ 20 À de diamètre et de 20 À de long qui 
communique avec le cytoplasme via des ouvertures latérales entre 
sous-unités adjacentes à un niveau situé environ à 30 À sous la sur- 
face de la membrane. Bien que de tailles différentes, ces ouvertures 
ont toutes moins de 10 À de diamètre et pourraient donc servir de 
filtre pour empêcher le passage d’anions (par répulsion de la part de 
chaînes latérales anioniques) et de gros cations cytoplasmiques. 
Noter que les canaux K,, semblent présenter de semblables ouver- 
tures latérales sur le cytoplasme (Section 20-SA). 
La fixation de deux molécules d'ACh, une par sous-unité &, induit 
de manière allostérique l'ouverture du canal à travers la bicouche 
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(a) 


FIGURE 20-37 Structure électronique d’un cristal du récepteur nico- 
tinique de l'acétyicholine, provenant du poisson électrique Torpedo 
marmorata. (a) Vue de côté, avec la face synaptique au dessus. La sépa- 
ration dans le bas de la structure marque la position de la bicouche mem- 
branatre dans laquelle est enfoui le récepteur de l'ACh et qui sépare le 
grand domaine extracellulaire du domaine cytoplasmique qui est plus 
petit, (b) Vue de l'entrée synaptique du canal, Ce dernier se rétrécit bru- 
talement au niveau de la bicouche lipidique, environ 60 À en dessous du 
niveau de l'entrée, [Avec la permission de Nigel Unwin, MRC Labora- 
tory of Molecular Biology, Cambridge, U. K.] 


de façon à permettre la diffusion de Na* et K*, respectivement 
dans et hors de la cellule à des vitesses d'environ 20 000 ions de 
chaque type par milliseconde. La dépolarisation de la membrane 
postsynaptique qui en résulte est à l'origine d'un nouveau poten- 
tiel d'action. Après 1 à 2 ms, l'ACh se dissocie spontanément de 
son récepteur et le canal se referme. 

Le récepteur de l'ACh est la cible de quelques unes des neuro- 
toxines les plus puissantes et mortelles qui soient connues (la mort 
survenant par arrêt respiratoire) et dont l’utilisation a grandement 
aidé à l'élucidation de sa fonction réceptrice. L'histrionicatoxine, 
un alcaloïde sécrété par la peau de la grenouille colombienne 
venimeuse Dendrobates histrionicus et utilisé comme poison de 


amazonien appelé curare, également utilisé en médecine comme 
agent paralysant, sont tous deux des antagonistes de l'ACh qui 
empêchent l'ouverture du canal du récepteur de l'ACh: 
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De même, une famille de protéines apparentées de 7 à 8 kD que 
l'on trouve dans les venins de certains serpents les plus venimeux 
du monde, comprenant l'a-bungarotoxine qui provient du venin 
des serpents de genre Bungarus, l'érabutoxine de serpents marins 
et la cobratoxine de cobras, empêchent l'ouverture du canal du 
récepteur de l'ACh en se fixant spécifiquement mais non irréversi- 
blement sur ses sous-unités cc. En fait, le récepteur de l'ACh solu- 
bilisé par un détergent a été purifié par chromatographie d'affinité 
sur une colonne à laquelle de la cobratoxine était fixée de manière 
covalente. 


d. L'acétylcholine est rapidement dégradée par 

l’acétylcholinestérase 

Une molécule d'ACh qui participe à la transmission d'un influx 
nerveux donné doit être dégradée dans les quelques millisecondes 
avant l'arrivée de l'influx nerveux suivant. Cette tâche essentielle 
est accomplie par l'acétylcholinestérase (ACRE), enzyme très 
active de 75 kD qui est ancrée à la surface de la membrane post- 
synaptique par l'intermédiaire de phospholipides à GPI (Section 
12-3B) 
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(le tumover de l'ACHE est &,,,= 14 000 s°! ; l'efficacité catalytique 
k/Ky= 1,5 10° M°! : 5°! est proche de la valeur limite d'un cata- 
lyseur presque parfait qui serait uniquement limité par la diffu- 
sion ; Section 14-2B). La choline produite est captée par la cellule 
présynaptique via un symport Na-choline en vue de son utilisation 
dans la resynthèse d'ACh. Ce transporteur fonctionne comme le 
symport Na-glucose des cellules de la bordure en brosse de l'in- 
testin (Section 20-4A), 

L'ACRE est une estérase à sérine, dont le mécanisme ressemble 
à celui des protéases à sérine telles que la trypsine. Ces enzymes, 
comme nous l'avons vu dans la Section 15-3A, sont inhibées de 
manière irréversible par des alkylphosphofluoridates tels que le 
diisopropylphosphofluoridate (DIPF). Des composés voisins tels le 
tabun et le sarin 
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sont des gaz utilisés à des fins militaires car leur efficacité d'inac- 
tivation de l'ACRE humaine par réaction avec la Ser du site actif 
cause la paralysie par blocage des influx nerveux cholinergiques et 
la mort par suffocation. La succinylcholine, 
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qui est utilisée comme myorelaxant durant les interventions chi- 
rurgicales, est un agoniste de l'ACh qui, bien que libéré rapide- 
ment du récepteur, n'est hydrolysé que lentement par l'ACRE, La 
succinylcholine produit ainsi une dépolarisation persistente de la 
membrane postsynaptique. Cependant ses effets sont de courte 
durée car elle est rapidement hydrolysée par la butyrylcholinesté- 
rase, enzyme non spécifique, que l'on trouve dans le plasma et 
dans le foie, Certains venins de serpents, comme celui du mamba 
vert, inactivent l'ACRE, bien qu'ils agissent en se fixant sur un site 
distinct de son site actif. 


e. Structure par rayons X de l’acétylcholinestérase 

La structure par rayons X de l’'ACHE du poisson électrique Tor- 
pedo californica (537 résidus), déterminée par Joel Sussman, 
Israel Silman et Michal Harel, confirme que les résidus Ser 200 et 
His 440, précédemment identifiés, sont membres de la triade cata- 
lytique de l'AChE. La structure révèle de plus que le troisième 
membre de la triade catalytique est Glu 237 plutôt qu'un Asp: 
parmi les nombreuses protéases, lipases et estérases à sérine de 
structure connue, ce n'est que le deuxième exemple de ce type. La 
triade catalytique de l'ACRE s'organise de sorte qu'elle semble 
être l’image en miroir des triades catalytiques, par exemple, de la 
trypsine et de la subtilisine (Fig. 15-20) ; en fait, ce n'est pas le cas 
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FIGURE 20-38 Structure par rayons X de l'acétylicholinestérase 
(ACRE). Représentation en ruban. Les chaînes latérales aromatiques qui 
bordent la gorge du site actif (en violer) sont représentées en structure 
éclatée et entourées de leur surface de van der Waals, en pointillés, 
L'ACh, substrat modélisée dans le site actif (l'enzyme a été cristallisée 
en son absence), est représentée en structure éclatée avec les atomes en 
doré et les liaisons en bleu-vert. L'entrée de la gorge se situe au sommet 
de la figure, [Avec la permission de Joël Sussman, The Weizmann Insti- 
tuté of Science, Rehovot, Israël, PDBid 1ACL.] 


Le site catalytique de l'ACHE se situe vers l'extrémité infé- 
rieure d'une gorge étroite de 20 À de profondeur qui s'étend sur la 
moitié de la protéine et s'évase vers sa base (Fig. 20-38). Les 
parois latérales de cette gorge, dite du site actif, sont formées par 
les chaînes latérales de 14 résidus aromatiques qui représentent 
40 % de sa surface. Puisque l'atome d'oxygène de la Ser active de 
l'enzyme n'est situé qu’à 4 À de l'extrémité inférieure de la gorge, 
l'ACh doit s’y fixer avec son groupement triméthylammonium, 
chargé positivement, entouré de chaînes latérales aromatiques. 
Cela a constitué une surprise car on aurait pu raisonnablement s’at- 
tendre à ce que ce groupement soit fixé sur un site anionique. Îl est 
possible que la liaison faible qui existe entre un groupement tri- 
méthylammonium et les électrons x des noyaux aromatiques faci- 
lite la diffusion rapide de l'ACh vers le fond de la gorge, ce qui 
expliquerait la constante catalytique élevée. En fait, des composés 
aromatiques modèles ont été synthétisés et on a montré qu'ils peu- 
vent se fixer à des composés de type ions ammonium quaternaires. 
Assez curieusement, le site de fixation de l'ACh sur chaque sous- 
unité de son récepteur est également situé au fond d'une gorge 
semblable qui s'ouvre dans son canal central du côté synaptique, 
même s'il n'existe aucune similitude de séquence entre ces régions 
de l'ACHE et du récepteur de l'ACh. 


f. Des acides aminés et leurs dérivés fonctionnent comme 

neurotransmetteurs 

Le système nerveux des mammifères utilise plus de trente sub- 
stances comme neurotransmetteurs. Certaines d'entre elles, 
comme la glycine et le glutamate, sont des acides aminés ; beau- 
coup d’autres sont des produits de décarboxylation des acides 
aminés ou leurs dérivés (souvent appelés amines biogéniques). 
Ainsi, comme nous le verrons dans la Section 26-4B, la dopa- 
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FIGURE 20-39 Formules de quelques neurotransmetteurs. 


catécholamines car elles dérivent du catéchol (1,2-dihydroxyben- 
zène)] sont successivement synthétisées à partir de la tyrosine, 
alors que l'acide y-aminobutyrique (GABA), l'histamine et la 
sérotonine dérivent respectivement de l'acide glutamique, de 
l'histidine et du tryptophane (Fig. 20-39). Beaucoup de ces com- 
posés sont des substances à action hormonale, présentes dans la 
circulation sanguine. Cependant, comme le cerveau est isolé de la 
circulation générale par un système de filtration sélectif connu 
sous le nom de barrière hémato-encéphalique, la présence de ces 
substances dans le sang n'a pas d'effet direct sur le cerveau. L'uti- 
lisation des mêmes composés à la fois comme hormones et neuro- 
transmetteurs n'a apparemment pas de signification physiologique, 
mais on pense plutôt que cela reflète un opportunisme au cours de 
l'évolution, résultant de l'adaptation de systèmes existants à de 
nouveaux rôles. 

L'utilisation de techniques sélectives de marquage a établi que 
chacun des différents neurotransmetteurs intervient dans des 
régions indépendantes et souvent très localisées du système ner- 
veux. Les différents neurotransmetteurs ne sont pas toutefois de 
simples équivalents fonctionnels de l'acétylcholine, mais beau- 
coup d'entre eux ont plutôt des rôles physiologiques distincts. Par 
exemple, le GABA et la glycine sont des neurotransmetteurs inhi- 
biteurs plutôt qu'excitateurs. Les récepteurs de ces substances sont 
des canaux ligand-dépendants sélectivement perméables à CT. 
Ainsi, leur ouverture tend à hyperpolariser la membrane (rendant 
le potentiel de membrane plus négatif) plutôt que de la dépolari- 
ser. Un neurone inhibé de cette manière doit ainsi être dépolarisé 
de manière plus importante pour pouvoir déclencher un potentiel 
d'action (il faut noter que ces neurones répondent à plus d'un type 
de neurotransmetteur). Ainsi, les canaux anioniques sont inhibi- 
teurs alors que les canaux cationiques sont excitateurs. On pense 
que l'éthanol, le plus vieux et le plus utilisé des produits psy- 
choactifs, agit en favorisant dans le cerveau l'ouverture des canaux 
CT des récepteurs du GABA. 


Les sous-unités de ces canaux cationiques dépendant des neu- 
rotransmetteurs partagent de 20 à 40% d'identité de séquence, 
comme c'est le cas également pour les canaux anioniques. Cepen- 
dant, les deux familles de protéines intervenant comme canaux 
n'ont pas de relations entre elles. En dépit de ce manque d’homo- 
logie, les séquences de ces deux types de canaux suggèrent 
qu'elles ont une importante similitude de structure. 

La nature réelle de la réponse d’un neurone à un neurotrans- 
metteur dépend plus des caractéristiques du récepteur correspon- 
dant que de la nature du neurotransmetteur. Ainsi, comme nous 
l'avons vu, les récepteurs nicotiniques de l'ACh, qui déclenchent 
la contraction rapide des muscles squelettiques, répondent à l’ACh 
en quelques millisecondes en dépolarisant la membrane postsy- 
naptique. À l'opposé, la fixation de l'ACh sur des récepteurs mus- 
cariniques du muscle cardiaque inhibe la contraction musculaire 
pendant plusieurs secondes (plusieurs battements cardiaques). 
Ceci s’accomplit par l'hyperpolarisation de la membrane postsy- 
naptique et la fermeture des canaux K*, Des neurotransmetteurs à 
action lente peuvent fonctionner en induisant la formation d'un 
second messager comme l'AMPc. En fait, le cerveau possède la 
plus forte concentration de kinases AMPc-dépendantes de l'orga- 
nisme. La fixation des catécholamines sur leurs récepteurs neuro- 
naux respectifs active, par l'intermédiaire de l'adénylate cyclase et 
de l'AMPc, la phosphorylation des canaux ioniques due à l'acti- 
vation des kinases, ce qui modifie les propriétés électriques des 
neurones. L'effet final de ce processus peut être soit excitateur soit 
inhibiteur, I1 faut noter que les catécholamines, qu'elles agissent 
comme hormones (Section 19-1F) ou comme neurotransmetteurs, 
ont des mécanismes semblables d'activation des récepteurs. 


g. Les neuropeptides sont des neurotransmetteurs 

Ils existe une longue liste, sans cesse croissante, de polypep- 
tides à action hormonale, appelés neuropeptides, qui agissent 
aussi comme neurotransmetteurs. Sans surprise figurent dans cette 


catégorie des peptides opioïdes comme la B-endorphine, les met- 
et leu-enképhalines (Section 19-1K), ainsi que les facteurs hypo- 
thalamiques TRF, GnRF et somatostatine (Section 19-1H). Ce qui 
est plus surprenant, c'est que plusieurs hormones gastrointestinales 
polypeptidiques comme la gastrine, la sécrétine et la cholécystoki- 
nine (CCK ; Section 19-1C) agissent comme neurotransmetteurs 
dans certaines régions du cerveau. Il en est de même pour les hor- 
mones hypophysaires que sont l’ocytocine et la vasopressine (Sec- 
tion 19-1H). De tels neuropeptides diffèrent des simples neuro- 
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transmetteurs en ce qu'ils semblent déclencher des comportements 
complexes. Par exemple, l'injection intracränienne à des rats d’un 
nanogramme de vasopressine augmente fortement leur capacité à 
apprendre et à se souvenir de nouvelles tâches. De même, l'injec- 
tion à un rat mâle ou femelle de GnRF leur confère les postures 
respectives nécessaires à l’accouplement. Savoir comment fonc- 
tionnent ces neuropeptides n'est que l'une des nombreuses 
énigmes du fonctionnement et de l'organisation du cerveau. 


a 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 8 Thermodynamique des transports Les molécules polaires 
et les ions sont transportés à travers les membranes biologiques par 
des protéines de transport transmembranaires spécifiques. La varia- 
tion d'énergie libre de la molécule transportée dépend du rapport de 
ses concentrations de part et d'autre de la membrane et, si la molé- 
cule est chargée, du potentiel de membrane Aw. 

2 B Cinétique et mécanismes des transports La vitesse d’une 
diffusion non facilitée à travers une membrane est une fonction 
linéaire de la différence de concentration de l'espèce de chaque côté 
de la membrane et elle obéit à la première loi de diffusion de Fick. 
Le transport facilité est caractérisé par une cinétique de saturation 
rapide et par la spécificité de la substance transportée, Il peut être 
l'objet d'inhibition compétitive et d'inactivation chimique. Les iono- 
phores transportent les ions à travers les membranes. Les ionophores 
transporteurs, comme la valinomycine, assurent leur fonction en 
enveloppant un ion spécifique dans une structure hydrophobe, 
soluble dans la membrane, qui diffuse librement à travers celle-ci. 
Les ionophores formateurs de canaux, comme la gramicidine À, for- 
ment un pore transmembranaire par lequel des ions spécifiques peu- 
vent diffuser rapidement. La maltoporine laisse passer spécifique- 
ment les maltodextrines car son canal transporteur épouse leur forme 
en hélice de pas à gauche et est bordé de chaînes latérales aroma- 
tiques qui jouent le rôle de «glissoire lubrifiée ». Le transport du 
glucose à travers la membrane des érythrocytes est assuré par des 
glycoprotéines dimériques transmembranaires qui adoptent deux 
conformations : l’une avec le site de liaison du glucose orienté vers 
l'espace extracellulaire, l'autre avec le site de liaison orienté vers le 
cytosol. Le transport est assuré par la liaison du glucose à la pro- 
téine d'un côté de la membrane, suivie d'un changement de confor- 
mation qui ferme ce site et expose l’autre site («pore à soupape »). 
Le canal potassique Kcs A, homotétramère transmembranaire, 
permet le passage rapide des ions K° pour lesquels il est hautement 
sélectif. Ceci est dû en partie au fait qu'il forme une cavité aqueuse 
entourée des extrémités négatives de dipôles hélicoïdaux qui stabili- 
sent les ions K* au milieu de la bicouche. Les ions K°, mais pas les 
ions Na* qui sont plus petits, sont transportés parce que le filtre de 
sélectivité assure la liaison spécifique par coordinence des ions K* 
grâce à des anneaux d'atomes O de sorte à permettre leur déshy- 
dratation, leur passage et leur réhydratation sans barrière d'activation 
significative. 

3 & Transports actifs ATP-dépendants Le transport actif de 
molécules ou d'ions contre un gradient de concentration nécessite un 
apport d'énergie libre. L'énergie libre de l'hydrolyse de l'ATP est 
couplée à la sortie de trois ions Na* et l'entrée de deux ions K*° dans 
la cellule grâce à la (Na*-K*) ATPase. Ce processus électrogénique 
implique la phosphorylation d'un résidu Asp (par l'ATP) en présence 
de Na et sa déphosphorylation (hydrolyse) en présence de K°. Phos- 
phorylation et déphosphorylation s'accompagnent de changements 
conformationnels qui permettent des interconversions rapides de tous 
les intermédiaires impliqués dans le mécanisme de transport. Le 


transport de Ca?* ATP-dépendant par la Ca°* ATPase activée par la 
calmoduline, et celui de H° par la (H°-K*) ATPase font intervenir 
des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation semblables. 
La structure par rayons X de la Ca?* ATPase montre qu'elle possède 
un domaine transmembranaire de 10 hélices qui fixe deux ions Ca°* 
près de son centre, et trois domaines cytoplasmiques bien séparés 
qui semblent être le siège de vastes mouvements rigides lors du 
pompage des ions Ca°*. Le transport des sucres par les bactéries se 
fait par translocation de groupements, processus au cours duquel la 
substance transportée est modifiée chimiquement. Le système PTS, 
qui assure d'importantes fonctions de régulation, phosphoryle les 
sucres au cours de leur transport en utilisant le phosphoénolpyruvate 
comme agent phosphorylant. 

4 B Transport actifs secondaires Les transports actifs peuvent 
utiliser l'énergie libre correspondant à des gradients d'ions (trans- 
ports actifs secondaires). Le glucose est transporté dans les cellules 
de l'épithélium intestinal contre son gradient de concentration par un 
système symport Na‘-glucose, Ce processus est, en dernier ressort, 
actionné par l'énergie libre de l'hydrolyse de l'ATP car le gradient 
de Na° est constamment maintenu par la (Na — K*) ATPase. Le sys- 
tème est conforme à un mécanisme cinétique Bi Bi aléatoire, impli- 
quant la liaison simultanée de Na* et de glucose pour que le chan- 
gement conformationnel qui sous-tend le transport puisse avoir lieu. 
Le lactose est transporté dans E. coli par la lactose perméase, un 
système symport H°-lactose, Ce processus est dépendant du gradient 
électrochimique des protons de la cellule qui, à son tour, est main- 
tenu par une pompe à protons couplée au métabolisme oxydatif, Le 
système antiport ADP-ATP mitochondrial interagit également avec 
le potentiel de membrane dans le transport asymétrique de l'ATP 
sortant et de l'ADP entrant dans la mitochondrie, 

5 M La neurotransmission Les canaux cationiques voltage- 
dépendants comme les canaux K, s'ouvrent en réponse au potentiel 
de membrane et se ferment peu de temps après sous l’action d'une 
seconde porte qui fonctionne selon un mécanisme du type « boule et 
chaîne » modifié. Les influx nerveux sont transmis le long des mem- 
branes plasmiques des axones sous forme d'ondes électrique appe- 
lées potentiels d'action. Ceux-ci sont produits suite à l'ouverture 
transitoire de canaux sodiques voltage-dépendants qui laissent entrer 
les ions Na* dans la cellule, suivie, immédiatement après, de l'ou- 
verture de canaux potassiques qui laissent sortir les ions K* de la 
cellule. Les influx nerveux sont transmis chimiquement à travers la 
plupart des synapses par libération de neurotransmetteurs. Le plus 
connu d'entre eux, l'acétylcholine (ACh), est stocké dans des vési- 
cules synaptiques qui sont libérées, par exocytose, dans la fente 
synaptique, Ce processus est déclenché par une augmentation cyto- 
solique de [Ca], provenant de l'ouverture de canaux calciques vol- 
tage-dépendants lors de l'arrivée d'un potentiel d'action, L'ACh dif- 
fuse à travers la fente synaptique et se fixe sur son récepteur, un 
canal ionique transmembranaire qui s'ouvre lors de la fixation 
d'ACHh. Le flux de Na‘ entrant et de K° sortant de la cellule post- 
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Synaptique qui en résulte dépolarise la membrane postsynaptique, ce 
qui déclenche, si suffisamment de neurotransmetieur a été libéré, un 
potentiel d'action postsynaptique. Le récepteur de l'ACh est la cible 
de nombreuses neurotoxines mortelles. parmi lesquelles l'histrioni- 
catoxine, la d-tubocurarine et la cobratoxine, qui se fixent toutes sur 
le récepteur et empêchent son ouverture, L'ACh est rapidement 
dégradée, avant l'arrivée d'un autre influx nerveux, sous l'action de 
l'acétylcholinestérase, estérase à sérine très active qui possède un site 
actif bordé de chaînes latérales aromatiques, ce qui est inhabituel. 
Les gaz neurotoxiques et la succinylcholine inhibent l'acétylcholi- 
nestérase, bloquant ainsi la transmission de l'influx nerveux au 
niveau des synapses cholinergiques. 

De nombreuses régions spécifiques du système nerveux utilisent 
des neurotransmetteurs autres que l'ACh. La plupart d'entre eux 


sont des acides aminés, comme la glycine et le glutamate, ou leurs 
produits de décarboxylation et leurs dérivés, parmi lesquels les caté- 
cholamines, le GABA, l'histamine et la sérotonine. Un grand 
nombre de ces composés ont une activité hormonale, sauf dans 
lecerveau, à cause de la barrière hémato-encéphalique. Bien que de 
nombreux neurotransmetteurs, comme l'ACh, soient des activateurs, 
d'autres sont des inhibiteurs. Ces derniers stimulent l'ouverture de 
canaux anioniques (Cl), entraînant l'hyperpolarisation de la mem- 
brane postsynaptique ce qui nécessite une plus importante dépolari- 
sation pour déclencher un potentiel d'action. Il existe également une 
liste, sans cesse croissante, de neurotransmetteurs polypeptidiques, 
dont un grand nombre sont également des hormones. Ces derniers 
conduisent apparemment à des attitudes comportementales com- 
plexes. 
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I  — 
PROBLÈMES 


1. Quelle est la différence de potentiel chimique du glucose à travers 
une membrane cellulaire à 37°C sachant que la concentration en glucose 
est de 10 mAf à l'extérieur de la cellule et de 0,1 mA à l'intérieur ? 


*2. Si une solution d'une macromolécule chargée est en équilibre avec 
une solution saline séparée d'elle par une membrane perméable aux ions 
salins mais imperméable à la macromolécule, il s'établit un potentiel de 
membrane à travers la membrane, Cet équilibre de Donnan est dû à ce 
que la membrane est imperméable à certains ions mais pas à d'autres, ce 
qui empêche que les concentrations ioniques s’égalisent de part et d'autre 
de la membrane. Pour le démontrer, supposez que le sel CF d'une protéine 
monocationique P* soit dissout dans l'eau de sorte que [C1"] = 0,1M et que 
la solution soit séparée par une membrane imperméable à la protéine mais 
perméable à NaC, d'une solution de NaCI 0,1M de même volume. En 
admettant qu'il n'y ait pas de variation de volume dans chacun des com- 
partiments, quelles sont les concentrations des différentes espèces ioniques 
de chaque côté de la membrane une fois le système équilibré ? Quel est le 
potentiel de membrane ? (Indice : la masse est conservée et la solution de 
chaque côté de la membrane doit être électriquement neutre. A l'équilibre, 
AG, + AG = 0.) 


3. Quel temps faudrait-il pour qu'une molécule de gramicidine A 
transporte suffisamment de Na* pour augmenter de 10 mAf la concentra- 
tion à l'intérieur d'un érythrocyte d'un volume de 80 um? Supposez que 
la pompe à Na° de l'érythrocyte n'est pas fonctionnelle. 

4. La (Na' — K'} ATPase est inhibée par des concentrations nanomo- 
laires de vanadate, qui forme un ion pentavalent, VOË, à symétrie bipyra- 
midale trigonale, Expliquez le mécanisme de cette inhibition, (cf. Section 
16-2B.) 


5. La (H* — K°) ATPase sécrète des protons à une concentration de 
0.18M à partir de cellules dont le pH interne est 7, Quel est le AG néces- 
saire au transport de | mol de H° dans ces conditions ? En supposant que 
le AG de l'hydrolyse de l'ATP est de -31,5 kJ + mot”! dans ces conditions, 
et que le potentiel de membrane est de 0,06 V, l’intérieur étant négatif, 
combien d'ATP doit être hydrolysé par mole de H° transporté pour que ce 
transport soit exergonique ? 

6. Une membrane de 100 À d'épaisseur a un potentiel de membrane 
de 100 mV. Quelle est la valeur de cette différence de potentiel en 
V- em! ? Commentez cette valeur de potentiel en termes macroscopiques. 


7. Le potentiel de membrane au repos (AW) dans un neurone à 37 °C 
est de -60 mV (intérieur négatif}. Si la variation d'énergie libre associée 
au transport d'un ion Na° de l'extérieur vers l'intérieur est de 11,9 kJ - mol” 
!, et que [Na*] à l'extérieur de la cellule est de 260 mA, quelle est la [Na‘] 
à l'intérieur de la cellule ? 


8. Vous venez d'isoler une nouvelle souche de bactérie et vous vou- 
lez savoir si la leucine et l'éthylène glycol entrent duns ces cellules par dif- 
fusion facilitée où par simple diffusion. Pour ce faire, vous mesurez les 
vitesses initiales d'entrée de ces molécules en faisant varier les concentra- 
tions externes et vous obtenez les résultats suivants : 


Vitesse initiale de 
Concentration captage 
Composé (M) (unités arbitraires) 
Leucine 11x10 110 
2x 107 20 
5 x 10°* 480 
1 x 107 s30 
3 x 107“ 1700 
1 x 1074 2600 
5 x 10°* 3100 
Lx 1075 3200 
Ethylène glycol Lx 107? 1 
5 x 10°? 5 
001 10 
0,0$ 50 
0,1 100 
05 50 
10 1000 


Quel(s) composé(s) entre(nt) par diffusion facilitée ? D'après quels cri- 
tères ? 


9. Donner la structure des composés suivants et indiquez quels sont 
ceux qui, sclon vous, traversent une membrane avec ou sans un système 
facilité. Indiquez les critères que vous avez utilisés. (a) Ethanol, (b) gly- 
cine, (c) cholestérol et (d) ATP. 

10. Ecrivez un schéma cinétique pour La (H* — K*) ATPase qui assure 
le couplage entre l'hydrolyse de l'ATP et le transport de H*, Discutez 
l'ordre d'addition des substrats requis pour le couplage. Spécifiez les réac- 
tions pour lesquelles une déstabilisation mutuelle s'accompagne de 
vitesses de transport raisonnables. 

11. Quel pourrait-être le rôle fonctionnel de la digitaline dans la plante 
digitale ? 

12. La haute perméabilité à l'eau de nombreuses cellules (p. ex. les 
érythrocytes et les cellules des tubules des néphrons) est en partie due à des 
canaux transmembranaires appelés aquaporines. La structure d'une aqua- 
porine montre que ses 8 hélices forment un pore en forme de sablier dont 
le plus petit diamètre est de 3 À. Cette aquaporine est imperméable au gly- 
cérol [CHOH(CH,OH),]. Cependant, un canal du glycérol, de structure 
semblable et qui se rétrécit à 3,4 À. permet le passage du glycérol mais 
n'est que faiblement perméable à l'eau. Quelles différences entre ces 
canaux pourraient rendre compte de ces perméabilités différentes ? 

13. Quel est le potentiel de membrane au repos de la membrane d'un 
axone à 25 °C en présence (a) de tétrodotoxine ou (b) d'une concentration 
élevée de Cs° à l'intérieur de l’axone (utiliser les données du Tableau 
20-3)? Comment ces substances modifient-elles le potentiel d'action de 
l'axone ? 

14. Pourquoi les influx nerveux ne se progagent-ils pas en sens 
inverse ? 

15. L'ion décaméthonium est un myorelaxant de synthèse. 

(HCN —(CH:)o— N(CH5} 
Décaméthonium 
Quel est son mécanisme d'action ? 
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Nous poursuivons dans ce chapitre notre exploration du métabo- 
lisme par l'étude du cycle de l’acide citrique, voie de dégradation 
oxydative commune aux eucaryotes et aux procaryotes, Ce cycle, 
appelé aussi cycle des acides tricarboxyliques (TCA) ou cycle de 
Krebs, constitue le carrefour principal du métabolisme: il rend 
compte de la majeure partie de l'oxydation des glucides, acides 
gras et acides aminés et fournit de nombreux précurseurs de bio- 
synthèse. Le cycle de l'acide citrique est donc amphibolique, dans 
la mesure où il intervient à la fois dans des voies cataboliques et 
dans des voies anaboliques. 

Nous commencerons notre étude du cycle de l'acide citrique 
par une vue d'ensemble de ses différentes réactions et par un 
résumé de l’histoire de sa découverte. Puis nous étudierons l'ori- 
gine du composé de départ du cycle, l'acétyl-coenzyme A (acétyl- 
CoA), intermédiaire commun formé lors de la dégradation de la 
plupart des « carburants » métaboliques. Ensuite, après avoir étu- 
dié les mécanismes réactionnels des enzymes qui catalysent les 
réactions du cycle, nous verrons par quels moyens il est régulé. 
Enfin, nous considèrerons le caractère amphibolique du cycle de 
l'acide citrique en étudiant ses relations avec d’autres voies méta- 
boliaues. 


1 M VUE D'ENSEMBLE DU CYCLE 


Le cycle de l'acide citrique (Fig. 21-1) est une suite ingénieuse de 
réactions qui oxydent le groupement acétyle de l'acétyl-CoA en 
deux molécules de CO, selon un processus permettant de récupé- 
rer l'énergie libre disponible pour la synthèse de l'ATP. Avant 
d'étudier ces réactions en détail, penchons-nous sur la stratégie 
chimique du cycle en « parcourant » le cycle et en suivant le deve- 
nir du groupement acétyle à chaque réaction, Après cette étude 
préliminaire, nous rappellerons quelques-unes des principales 
découvertes qui ont permis de comprendre le cycle de l'acide 
citrique. 


A. Réactions du cycle 


Les huit enzymes du cycle de l'acide citrique (Fig. 21-1) catalysent 
une série de réactions organiques bien connues qui, au bout du 
compte, oxydent un groupement acétyle en deux molécules de CO, 
avec la formation concomitante de trois NADH, un FADH, et un 
GTP : 


1. La citrate synthase catalyse la condensation de l'acétyl- 
CoA avec l'oxaloacétate pour donner du citrate, d'où le nom du 
cycle. 

2. La stratégie des deux réactions suivantes est de convertir le 
citrate en un isomère plus facile à oxyder, L'aconitase isomérise 
le citrate, un alcool tertiaire difficile à oxyder, en isocitrate, alcool 
secondaire facile à oxyder. Il y a d'abord déshydratation du citrate 
qui donne le cis-aconitate lié à l’enzyme, puis hydratation de sorte 
que le groupement hydroxyle du citrate est transféré sur un atome 
de carbone adjacent. 

3. L'isocitrate déshydrogénase oxyde l'isocitrate en oxalo- 
succinate, un intermédiaire B-cétoacide, grâce à la réduction cou- 
plée de NAD° en NADH ; l'oxalosuccinate est ensuite décarboxylé 
pour donner l'a-cétoglutarate. C'est la première réaction dans 
laquelle l'oxydation est couplée à la formation de NADH et la pre- 
mière aussi où il y a formation de CO. 

4, Le complexe multienzymatique «-cétoglutarate déshydro- 
génase catalyse la décarboxylation oxydative de l'œ-cétoglutarate 
en succinyl-coenzyme A. La réaction s'accompagne de la réduc- 
tion d'un second NAD* en NADH et de la formation d'une 
deuxième molécule de CO. À ce stade, deux molécules de CO, 
ont été formées de sorte aue l'oxvdation du erounement acétvle est 
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FIGURE 21-1 Réactions du cycle de l'acide citrique. Les substrats et les 
produits du cycle catalytique sont encadrés. La réaction pyruvaté —+ acé- 
1yl-CoA (en haut) fournit le substrat du cycle en provenance du catabo- 
lisme des glucides mais n'est pas considérée comme faisant partie du 
cycle. Les composés entre crochets sont des intermédiaires liés aux 


enzymes. Un marquage isotopique du C4 de l'oxaloacétate (*) devient le 
CI de l'a-cétoglutanne et est Hibéré sous forme de CO, au cours de la 
réaction 4. Un marquage isormpique de l'acétyl-CoA (+) devient le CS 


de l'a-cétoglutarate et se trouve réparti dans la réaction 5 entre les C1 et 
C4 du succinate (122%), 


complète. Noter cependant que ce ne sont pas les atomes de car- 
bone de l'acétyl-CoA entrant qui ont été oxydés. 


5. La succinyl-CoA synthétase transforme le succinyl-CoA 
en succinate. L'énergie libre de la liaison thioester est conservée 
au cours de cette réaction par la formation de GTP (« riche en éner- 
gie ») à partir de GDP + P. 


6. Les réactions restantes du cycle vont régénérer l'oxaloa- 
cétate à partir du succinate, afin de permettre au cycle de 
reprendre. La succinate déshydrogénase catalyse l'oxydation de 
la simple liaison centrale du succinate en une double liaison 
trans, donnant le fumarate avec la réduction concomitante du 
coenzyme rédox FAD en FADH, (les formules moléculaires du 
FAD et du FADH, et leurs réactions d'interconversion sont don- 
nées à la Fig. 16-8). 


7. La fumarase catalyse ensuite l'hydratation de la double 
liaison du fumarate, ce qui donne le malate. 


8. Enfin, la malate déshydrogénase redonne de l'oxaloacétate 
en oxydant la fonction alcool secondaire du malate en cétone cor- 
respondante, avec la réduction concomitante d’un troisième NAD* 
en NADH. 


Les groupements acétyle sont ainsi complètement oxydés en CO, 
selon la stæchiométrie : 


3NAD* + FAD + GDP + P, + acétyl-CoA — 
3NADH + FADH, + GTP + CoA + 2CO, 


Le cycle de l'acide citrique fonctionne catalytiquement puisqu'il 
régénère l'oxaloacétate : un nombre infini de groupements acétyle 
peuvent être oxydés par l'entremise d'une seule molécule d'oxa- 
loacétate. 

Le NADH et le FADH, sont des produits de toute première 
importance du cycle de l'acide citrique. Leur réoxydation par l'O, 
via la chaîne de transport des électrons et les phosphorylations 
oxydatives (Chapitre 22) achèvent la dégradation des métabolites 
par un mécanisme qui assure la synthèse d’ATP. Les autres fonc- 
tions du cycle seront étudiées dans la Section 21-5. 


B. Rappel historique 


C'est en 1937 que Hans Krebs proposa le cycle de l'acide citrique, 
une des découvertes les plus importantes de la chimie métabolique. 
C'est pourquoi nous en résumons l'histoire. 

Au début des années 1930, on était sur le point d'élucider la 
voie de la glycolyse (Section 17-1A) . Toutefois, le mécanisme de 
l'oxydation du glucose et son rapport avec la respiration cellulaire 
(la consommation d'oxygène) restaient mystérieux, Néanmoins, la 
participation de plusieurs métabolites aux oxydations cellulaires 
était bien établie, On savait, par exemple, qu'en plus du lactate et 
de l'acétate, les dicarboxylates succinate, malate et &-cétogluta- 
rate, ainsi que le tricarboxylate citrate, sont rapidement oxydés par 
le tissu musculaire pendant la respiration. On savait également que 
le malonate (Section 21-3F), inhibiteur puissant de l'oxydation du 
succinate en fumarate, inhibe aussi la respiration cellulaire, et on 
soupçonnait donc que le succinate joue un rôle central dans le 
métabolisme oxydatif plutôt que celui d'une substance métabo- 
one ennnlémentaire. 
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En 1935, Albert Szent-Gyürgyi montra que la respiration cel- 
lulaire est considérablement accélérée par l'addition de quantités 
catalytiques de succinate, de fumarate, de malate ou d'oxaloacé- 
tate ; autrement dit, l'addition de l'une de ces substances à du tissu 
musculaire broyé stimule la consommation d'oxygène et la pro- 
duction de CO, à des valeurs très supérieures à celles correspon- 
dant à l'oxydation du dicarboxylate ajouté. Szent-Gyürgyi montra 
ensuite que ces composés se transforment selon la séquence : 


Succinate — fumarate — malate — oxaloacétate 


Peu de temps après, Carl Martius et Franz Knoop montrèrent que 
le citrate est isomérisé, via le cis-aconitate, en isocitrate, lequel est 
déshydrogéné en &-cétoglutarate. On savait déjà que l'œ-cétoglu- 
tarate subissait une réaction de décarboxylation oxydative pour 
donner du succinate et du CO,. D'où la séquence de réactions sui- 
vante : 


Citrate — cis-aconitate — isocitrate — @-cétoglutarate 
— succinate — fumaraté— malate — oxaloacétate 


Pour pouvoir boucler le cycle afin de rendre le système catalytique, 
il fallait établir comment l'oxaloacétate était transformé en citrate. 
En 1936, Mantius et Knoop montrèrent que le citrate pouvait être 
formé par voie non enzymatique à partir d'oxaloacétate et de pyru- 
vate en présence de H,0, en se plaçant en milieu alcalin. Krebs 
utilisa ce modèle chimique comme point de départ d'expériences 
biochimiques qui l’amenèrent à proposer le cycle de l'acide 
citrique. 

L'hypothèse de Krebs se fondait sur ses recherches, commen- 
cées en 1936, sur la respiration de broyats de muscle d'aile de 
pigeon (dont la vitesse de respiration est particulièrement élevée). 
L'idée d'un cycle catalytique n'était pas nouvelle pour lui: en 
1932, il avait, avec Kurt Henseleit, élucidé les grandes lignes du 
cycle de l’urée, au cours duquel l'ammoniaque et le CO, sont 
transformés en urée (Section 26-2). Parmi les observations les plus 
importantes faites par Krebs en accord avec l'existence du cycle de 
l'acide citrique, citons : 


1. Le succinate se forme à partir de fumarate, de malate ou 
d'oxaloacétate en présence du malonate, un inhibiteur métabo- 
lique. Puisque le malonate inhibe la réduction directe du fuma- 
rale en succinate, le succinate doit se former par un cycle oxy- 
datif. 

2. Le pyruvate et l'oxaloacétate peuvent former du citrate par 
voie enzymatique. Krebs suggéra alors que le cycle métabolique 
est bouclé par la réaction : 


Pyruvate + oxaloacétate — citrate + CO, 


3. Les vitesses d’interconversion des différentes réactions du 
cycle sont suffisamment rapides pour rendre compte des vitesses 
de respiration observées, donc le cycle doit être (au moins) la prin- 
cipale voie d'oxydation du pyruvate dans le muscle. 


Bien que Krebs ait établi l'existence du cycle de l'acide 
citrique, quelques lacunes restaient à combler. Le mécanisme de la 
formation du citrate ne fut élucidé que lorsque Nathan Kaplan et 
Fritz Lipmann découvrirent le coenzyme A en 1945 (Sec- 
tion 21-2), et que Severo Ochoa et Feodor Lynen montrèrent en 
1951 que l'acétyl-CoA est l'intermédiaire qui se condense avec 
l'oxaloncétate pour donner du citrate. On montra écalement oue la 
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décarboxylation oxydative de l'a-cétoglutarate en succinate néces- 
site du coenzyme À et qu'il se forme du succinyl-CoA comme 
intermédiaire. 

L'élucidation du cycle de l'acide citrique constitue une décou- 
verte exceptionnelle, et, comme toutes les découvertes de cette 
importance, elle a nécessité les travaux de nombreux chercheurs. 
En réalité, de nombreux biochimistes travaillent encore actuelle- 
ment à l'élucidation du cycle au niveau enzymatique et molécu- 
laire. Après avoir étudié l'acétyl-CoA et son origine, principal sub- 
Strat du cycle, nous passerons en revue les huit enzymes qui 
catalysent ses différentes réactions. 


2 M VUE ORIGINES MÉTABOLIQUES DE 
L'ACETYL-COENZYME A 


Les groupements acétyle entrent dans le cycle de l'acide citrique 
sous la forme d'acétyl-coenzyme À (acétyl-SCoA ou acétyl-CoA : 
Fig. 21-2), produit commun de la dégradation des glucides, des 
acides gras et des acides aminés. Le coenzyme A (CoASH ou 
CoA) est formé d'un groupement B-mercaptoéthylamine lié par 
une liaison amide à la vitamine acide pantothénique, qui à son 
tour est lié à la 3-phosphoadénosine par l'intermédiaire d'une liai- 
son pyrophosphate, Le groupement acétyle de l'acétyl-CoA forme 
une liaison thioester avec le groupement sulfhydryle du groupe- 
ment B-mercaptoéthylamine. Le CoA assure donc le transport du 
groupement acétyle ainsi que d'autres groupements acyle (le À de 
CoA désigne « acétvlation »). 

L'acétyl-CoA est un composé « riche en énergie » : le AG” de 
l'hydrolyse de sa liaison thioester est de -31,5 kJ* mo !, soit légè- 
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rement plus exergonique (1 kJ-mol"!) que l'hydrolyse de l'ATP 
(Section 16-4B). La formation de cette liaison thioester dans un 
métabolite permet de mettre en réserve une partie de l'énergie libre 
de l'oxydation d'un substrat, 


A. Le complexe multienzymatique de la pyruvate 
déshydrogénase (PDC) 


Le précurseur immédiat de l'acétyl-CoA lors de la dégradation de 
glucides est le pyruvate, produit de la glycolyse. Nous avons vu 
dans la Section 17-3 que, dans des conditions anaérobies, le 
NADH formé au cours de la glycolyse est réoxydé avec la réduc- 
tion concomitante de pyruvate en lactate (dans le muscle) ou en 
éthanol (dans la levure). Cependant, dans des conditions aérobies, 
le NADH est réoxydé par la chaîne respiratoire mitochondriale 
(Section 22-2) de sorte que le pyruvate, qui entre dans la mito- 
chondrie via un système symport pyruvate-H* spécifique (la 
nomenclature des transports membranaires est donnée dans la Sec- 
tion 20-3), peut subir une oxydation plus poussée. (La formation 
d'acétyl-CoA à partir des acides gras et des acides aminés sera étu- 
diée dans les Sections 25-2 et 26-3). 

L'acétyl-CoA se forme à partir de pyruvate par décarboxylation 
oxydative grâce à un complexe multienzymatique appelé pyru- 
vate déshydrogénase. Généralement, les complexes multienzy- 
matiques sont formés d'enzymes associées qui catalysent deux 
réactions successives ou plus, d'une voie métabolique. Le com- 
plexe multienzymatique de la pyruvate déshydrogénase (PDC) 
est constitué de trois enzymes : la pyruvate déshydrogénase (E,), 
la dihydrolipoyl transacétylase (E,) et la dihydrolipoyl déshy- 
drogénase (E,). Le complexe pyruvate déshydrogénase d'E. coli, 
particulièrement bien étudié par Lester Reed, est une particule 
polyédrique de -4600 kD et de -300 À de diamètre (Fig. 21-3a). 
L'E, isolée d'E. coli forme une particule de 24 sous-unités iden- 
tiques, à symétrie cubique comme le montrent les micrographies 
électroniques (Fig. 21-3h, 21-4a et 21-5a), Les sous-unités E, for- 
ment des dimères qui s'associent avec le cube E, aux centres des 


FIGURE 21-2 Formule développée de l'acétyl-CoA. La 
liaison thioester est représentée par un — pour indiquer que 
c'est une liaison « riche en énergie ». Dans le CoA, le grou- 
pement nrétvyle est remplacé par un hvdrogène. 


FIGURE 21-3 Micrographies électroniques du 
complexe multienzymatique pyruvate déshy- 
drogénase d'E, coli, (a) Complexe intact. 

(b) Complexe du noyau central de la dihydroli- 
poyl transacétylase (E,). [Avec la permission de 
Lester Reed, University of Texas.] 


(a) 


FIGURE 21-4 Organisation structurale du PDC d'E, coli. (a) Noyau 
dihydrolipoy! transacétylase (E,) du complexe, Ses 24 sous-unités 
(sphères vertes) associées en trimères sont localisées aux coins d'un cube 
pour donner une particule à symétrie cubique (Symétrie O : 

Section 8-5B). (b) Les 24 sous-unités pyruvate déshydrogénase (E;, 
sphères oranges) forment des dimères qui s'associent avec le noyau E, 
(cube ombré) au centre de chacune de ses 12 arêtes, tandis que les 

12 sous-unités de dihydrolipoyl déshydrogénase (E,, sphères violettes) 
forment des dimères qui se lient au cube E, au centre de chacune de ses 
six faces. (c) Combinaison des parties a et b pour former le complexe 
entier de 60 sous-unités. 


(a) 


FIGURE 21-5 Comparaison des structures par rayons X des noyaux 
dihydrolipoyl transacétylase (E,) de différents PDC, Les structures, en 
modèle compact, sont vues dans le sens de leur axe de symétrie 

d'ordre 2. La partie postérieure de chaque complexe, qui est presqu'en- 
tièrement masquée par la partie antérieure, a été enlevée pour plus de 
clarté. (a) Noyau E, cubique d'Azobacter vinelandii, Il comporte 

24 sous-unités qui forment 8 trimères, montrés ici en couleurs diffé- 
rentes. Les positions d'axes de symétrie d'ordre 2, 3 et 4 sont indiquées. 
Sa hauteur est d'environ 125 À. (b) Noyau 
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(a) (b) 


tC} 


(b) 


montrés ici en couleurs différentes. Les positions d'axes de symétrie 
d'ordre 2, 3 et 5 sont indiquées. Son diamètre externe est d'environ 

237 À. Les sous-unités formant le trimère au dessus du centre de chaque 
dessin sont colorées individuellement, Noter que ces sous-unités sont 
étroitement associées, mais que, dans les deux types de complexes, les 
interactions entre trimères sont plutôt faibles, Noter aussi que ces tri- 
mères en contact forment, respectivement, des cycles à 4 et à 5 sommets 
qui constituent les faces carrées et pentagonales des complexes cubique 
et dodécaédrique, [D'après des structures par rayons X dues à Wim Hol, 
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12 arêtes du cube (Fig. 21-4b et c), tandis que les sous-unités E, 
forment des dimères situés aux centres des 6 faces de ce cube. 
Nous étudierons ci-dessous les structures par rayons X des sous- 
unités E,, E, et E;. 


a. Certains PDC ont une forme de dodécaëdre 

Bien que tous les PDC catalysent les mêmes réactions par des 
mécanismes semblables, ils peuvent avoir des structures quater- 
naires différentes, Alors que les PDC d’E. coli et de la plupart des 
autres bactéries Gram négatif ont la symétrie cubique mentionnée 
ci-dessus, ceux des eucaryotes et de certaines bactéries Gram posi- 
tif ont une même forme dodécaédrique [Fig. 21-5h ; un dodécaèdre 
est un polyèdre régulier de symétrie / (Section 8-5B) possédant 
20 sommets, chacun sur un axe d'ordre 3, et douze faces pentago- 
nales totalisant 30 arêtes]. Ainsi,n le complexe des mitochondries 
des eucaryotes, le plus grand complexe multienzymatique connu 
(10000 kD), est formé de 30 hétérotétramères (@,f,) E, (un au 
centre de chaque arête) et de 12 dimères E, (un au centre de 
chaque face) qui entourent un noyau central formé de 20 trimères 
E; disposés pour former un dodécaèdre. 

Le fait que les PDC des eucaryotes et des bactéries Gram posi- 
tif forment un dodécaèdre suggère que les mitochondries descen- 
draient de ces bactéries. Toutefois, les mitochondries sont limitées 
par deux membranes comme les bactéries Gram négatif, alors que 
les bactéries Gram positif n'ont qu'une membrane (Sections 1-2A 
et 11-3B). Cependant, des comparaisons de séquences de génomes 
ont récemment démontré que les mitochondries sont en fait étroi- 
tement apparentées au parasite intracellulaire obligatoire Rickett- 
sia prowazekii, l'agent responsable du typhus. Ces bactéries sont 
Gram négatif, mais la structure de leur PDC est dodécaédrique. 


b. Les complexes multienzymatiques sont des catalyseurs 
très efficaces 
Les complexes multienzymatiques représentent un saut évolu- 
tif en direction d'une plus grande efficacité catalytique, Ils offrent 
les avantages mécanistiques suivants : 


OH 
| 


CO CHy—C—TPP 
Hydroxyéthyl- 
TPP 


1 pyruvate 2 


déshydrogénase 
(E 1 


TPP 


Lipoamide 
dihydrolipoyl 


à | HS 
transacétylase CE 
E; 


L. Les vitesses des réactions enzymatiques sont limitées par la 
fréquence de collision entre enzymes et substrats (Section 14-2B), 
Si une suite de réactions se déroule au sein d’un complexe mul- 
tienzymatique, la distance que doivent parcourir les substrats entre 
les sites actifs est minimisée, ce qui augmente la vitesse de l'en- 
semble des réactions. 


2. La formation d'un complexe donne les moyens de guider 
les intermédiaires métaboliques d'une enzyme à l'autre dans une 
voie métabolique, minimisant ainsi les réactions annexes. 


3. Les réactions catalysées par un complexe multienzymatique 
peuvent être régulées de manière coordonnée. 


c. La formation de l’acétyl-CoA fait intervenir cinq 
réactions 
Le PDC catalyse cinq réactions successives (Fig. 21-6) dont la 
stæchiométrie globale est la suivante : 


Pyruvate + CoA + NAD* = acétyl-CoA + CO, + NADH 


Les coenzymes et groupements prosthétiques nécessaires dans 
cette suite de réactions sont la thiamine pyrophosphate (TPP; 
Fig. 17-26), le flavine adénine dinucléotide (FAD ; Fig. 16-8), le 
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD° ; Fig. 13-2), et le lipoa- 
mide (Fig. 21-7); leurs rôles sont indiqués dans le Tableau 21-1, 
Le lipoamide est constitué d'acide lipoïque qui forme une liaison 
amide avec un groupement £-amino d’un résidu Lys. La réduction 
de son disulfure cyclique en un dithiol, le dihydrolipoamide, et sa 
réoxydation (Fig. 21-7) sont «l'affaire »de ce groupement pros- 
thétique. 

Les cinq réactions catalysées par le PDC sont (Fig. 21-6): 


L. La pyruvate déshydrogénase (E,), enzyme à TPP, décar- 
boxyle le pyruvate avec la formation intermédiaire de l'hydroxyé- 


PA 
CPE 
(Es) 


NADH + H* 


I 0 


Î 
CHy—C—S— CoA 
Acétyl-CoA 


Acétyl-dihydrolipoamide 


FIGURE 21-6 Les cinq réactions du PDC, E, (la pyruvate déshydrogé- 


drolipoy! déshydrogénase) contient du FAD et un disulfure à activité 


v ” 


9 É 
CHa—CHs— CH—CHa—C—NH— (CH — CH 
| Ed 
Dihydrolipoamide 


GURE 21-7 Interconversion du lipoamide et du dihydrolipoamide., 
! oumide est l'acide lipoïique lié par covalence au groupe £-amino 
Lys de l'apoenzyme, par une liaison amide. 


PP. Cette réaction est identique à celle catalysée par la pyru- 
décarboxylase de levure (Section 17-3B): 
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2. Cependant, à l'inverse de la pyruvate décarboxylase, la 


hydroxyéthyle est au contraire transféré à l'enzyme suivante de la 
séquence multienzymatique, la dihydrolipoyl transacétylase (E;). 
La réaction se fait par l'attaque du groupement carbanion de l'hy- 
droxyéthyle sur le disulfure du lipoamide, suivie de l'élimination 
de la TPP de l'adduit intermédiaire, ce qui donne l'acétyl-dihy- 
drolipoamide et régénère la forme active de E,. Le carbanion 
hydroxyéthyle est ainsi oxydé en groupement acétyle en même 
temps qu'il y a réduction de la liaison disulfure du lipoamide : 


vs, “: 


H* 
ne k DE ou 


a 2, 


en. be 
Réaction 1 ge” 


TPP°E, 
+ 
| 
Hydroxyéthyl- s 
TPP°+E, 
hs 
J E; 
a ce 
dihydrolipoamide- 
$, 2 °h M 
Ene 
Oo OH 
21-1 Les coenzymes et groupements prosthétiques de La pyruvate déshydrogénase 
Localisation Fonction 
phate (TPP) Liée à E, Décarboxyle le pyruvate, formant 
un carbanion hydroxyéthyl-TPP 
Lié par covalence à une Lys de Accepte le carbanion hydroxyéthyle du TPP 
E, (lipoamide) comme un groupement acétyle 
Substrat pour E, Accepte le groupement acétyle de l'acétyl- 
dihydrolipoamide 
Lié à E, Réduit par le dihydrolipoamide 
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3. Le transfert du groupement 
acétyl sur le CoA est ensuite catalysé [e) 
par E,, donnant l'acétyl-CoA et le 


Acétyl-CoA 
se Ch; . 
[< 
CoA—SH © HS 
= 
HS HS 
E. 
Acétyl- : Er 
dihydrolipoamide-E, Dihydrolipoamide-Es 


C'est une réaction de transestérification dans laquelle le groupe- 
ment sulfhydryle du CoA attaque le groupement acétyle de l'acé- 
tyl-dihydrolipoamide-E, pour former un intermédiaire tétraédrique 
(non montré), qui se décompose en acétyl-CoA et en dihydroli- 
poamide-E,. 

4. La dihydrolipoyl déshydrogénase (E;: appelée aussi la 
lipoamide déshydrogénase) réoxyde le dihydrolipoamide, com- 
plètant ainsi le cycle catalytique de E, : 


FAD FAD 
S SH 


Es (oxydé) E; (réduit) 
+ — + 
HS S 
—+ Réaction 1 
HS S 
E; 2 


La forme oxydée de E, présente un groupement disulfure réaction- 
nel et un FAD fortement lié. L'oxydation du dihydrolipoamide est 
une réaction d'échange de liaison disulfure (Section 9-1 A) : la liai- 
son disulfure du lipoamide se forme avec la réduction concomitante 
du disulfure réactionnel de E; en deux groupements sulfhydryle. 

5. E; réduite est réoxydée par le NAD": 


FAD FADH, 
— si _ — 
s $ 
Es (oxydé) 


Les groupements sulfhydryle actifs de l'en- | 
zyme sont réoxydés par le FAD lié à l'en- 

zyme, qui se trouve ainsi réduit en FADH,. 
Le FADH, est alors réoxydé en FAD par le 
NAD*, donnant du NADH. 


NAD* NADH + H* 


EE 


Réaction 4 


d. Le bras lipoyllysyl assure le transfert des intermédiaires 
entre les sous-unités du complexe 
Comment les intermédiaires des réactions sont-ils acheminés 


liaison disulfure du lipoamide et le squelette peptidique de E,, ce 
que l'on désigne par le bras lipoyllysyl, a une longueur en com- 
plète extension de 14 À : 


ne 
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Bras lipoyllysyl 
(en extension) 


On pense que le bras lipoyllysyl agirait comme le pendule d'une 
horloge faisant osciller le groupement lipoamide et son produit 
réduit acétylé (Réaction 2) entre les sites actifs de E,, E; et E. De 
fait, des analyses spectroscopiques ont montré que le domaine de 
E, porteur du bras lipoyllysyl est relié de façon souple au reste de 
la sous-unité. De plus, il y a un échange rapide de groupements 
acétyle entre les groupements lipoyle du noyau central de E, (24 
groupements lipoyle chez E. coli, 60 chez les mammifères) ; ces 
bras accrochés se déplacent également entre eux, permettant 
l'échange de groupements acétyle et disulfure : 


°c _CHs ” °c _CHs 
S SH S—$ —$S SH S 
Se CH à /Cis 
cl DATA IN | 
S S—8 SH HS 8S— 


Une sous-unité E, peut par conséquent acétyler de nombreuses 
«ouc-unitée F. de même au'une eouc-unité FE. neut rénrvvder nlu- 
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e. Structure de E, 

La dihydrolipoyl transacétylase (E;) est formée de plusieurs 
domaines (Fig. 21-8): de un à trois domaines lipoyle N-terminaux 
(-80 résidus) chacun lié par covalence à un résidu lipoamide, un 
domaine périphérique (-35 résidus) de liaison à E, et à E; et un 
domaine catalytique C-terminal (-250 résidus) contenant le centre 
catalytique de l'enzyme et ses sites de liaison entre sous-unités. 
Ces domaines sont reliés par des segments de 20 à 40 résidus par- 
ticulièrement souples, riches en Pro et Ala, conférant ainsi aux 
domaines lipoyle la mobilité nécessaire pour qu'ils interagissent 
avec E, et E;. 

La structure par rayons X du domaine catalytique (résidus 409- 
638) de E, de la bactérie Gram négatif Azotobacter vinelandii, 
déterminée par Wim Hol, montre, en accord avec les observations 
de microscopie électronique déjà citées, que E, est constituée de 


Domaine péri- 
Domaines  phérique de liaison Domaine 
lipoyl des sous-unités catalytique 


80 résidus chacun 


Bras exteme Bras inteme 


FIGURE 21-8 Structure en domaines de la sous-unité dihydrolipoyl 
transacétylase (E,) du PDC. Le nombre de domaines lipoyl, n, varie 
selon les espèces : n = 3 pour E. coli et À, vinelandii, n = 2 pour les 
mammifères et Streptococcus faecalis, et n = 1 pour B. stearothermophi- 
lus et la levure. 


FIGURE 21-9 Structure par rayons X des domaines catalytiques 
d’un trimère de la dihydrolipoyl transacétylase (E,) de A. vinelandii. 
(a) Ce diagramme en ruban est vu de l'extérieur du complexe, dans le 
sens de son axe d'ordre 3 (la diagonale du complexe cubique), Le coen- 
zyme À (violer) et le lipoamide (bleu-verr), en représentation éclatée, sont 
montrés liés au site actif de la sous-unité en rouge. Noter que le 

«coude » N-terminal de chaque sous-unité s'étend au-dessus d'une sous- 
unité voisine ; sa délétion déstabilise fortement le complexe, Comparer 
cette représentation à celle du complexe cubique complet (Fig. 21-Sa), 
[D'après une structure par rayons X due à Wim Hol, University of 
Wachineton PDBid 1FAR |! 


huit trimères étroitement associés (Fig. 21-9) disposés aux coins 
d'un cube (Fig. 21-Sa). La structure en forme de cage creuse qui 
en résulte présente des canaux suffisamment grands pour permettre 
l'entrée et la sortie des substrats par diffusion. En réalité, les struc- 
tures par rayons X du complexe ternaire formé du domaine cata- 
lytique, du coenzyme A et de l'acide dihydrolipoïque a montré que 
ces substrats se lient en complète extension aux extrémités oppo- 
sées d'un canal de 30 À de long qui se trouve à l'interface entre 
deux des sous-unités dans un trimère. Cette disposition implique 
que le CoA s'approche de son site de liaison depuis l'intérieur du 
cube. Les domaines lipoyle souples de E;, avanceraient depuis le 
noyau central afin d'interagir avec les domaines lipoyle de sous- 
unités E, voisines, ainsi qu'avec E, et E, (voir ci-dessous), 

Les structures par RMN des domaines lipoyle de E, de plu- 
sieurs organismes confirment le caractère exposé du site du grou- 
pement lipoyle. Elles montrent un sandwich en tonneau f conte- 
nant un feuillet B à 4 segments et un autre à 3 segments 
antiparallèles, la Lys à laquelle le groupement lipoyl serait atta- 
ché s'étendant à partir d'une position exposée sur un coude B de 
type Î qui relie deux des segments B du feuillet à 4 segments 
(Fig. 21-10a). 


(a) (b) 


C 


FIGURE 21-10 Structure par RMN du domaine lipoyl et du domaine 
périphérique de liaison des sous-unités de la dihydrolipoyl transacé- 
tylase (E,). (a) Structure par RMN du domaine lipoyl de la dihydrolipoyl 
transacétylase (E,) de À, vinelandii. La chaîne latérale Lys à laquelle le 
groupement lipoyl est censé se fixer est montrée en modèle éclaté et est 
localisée dans un tournant B de type 1. [D'après une structure par RMN 
due à Aart de Kok, Wageningen Agricultural University, Wageningen, 
Pays-Bas. PDBid 1TYU.] (b) Structure par RMN du domaine péniphé- 
rique de liaison des sous-unités de E, de 8. stearothermophilus, Le ruban 
polypeptidique est coloré en escalier, du rouge au bleu, de l'extrémité N- 
à C-terminale. [D'après une structure par RMN due à Richard Perham, 
Cmbridoe University LK PDhRid 2PDD |! 
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(a) 


(b) 


La structure par RMN du domaine périphérique de liaison des 
sous-unités de B. stearothermophilus, déterminée par Richard Per- 
ham, montre que sa région ordonnée d'environ 35 résidus est 
constituée de deux hélices parallèles séparées par une boucle qui 
forment un cœur hydrophobe très serré (Fig. 21-10b), 1} s'agit là 
d'un des plus petits polypeptides connus posssédant une structure 
ordonnée. 


f. les PDC de mammifère et de levure contiennent des 
sous-unités supplémentaires 

Chez les mammifères et les levures, la structure dodéca- 
édrique déjà compliquée du PDC atteint un degré supérieur de 
complexité en raison de la présence de sous-unités supplémen- 
taires : environ 12 copies d'une protéine de liaison de E, (E,BP) 
facilitent la liaison de E, au cœur E, du complexe dodécaédrique 
eucaryote, E;BP possède, comme E;, un domaine contenant une 
lipoyllysine et peut accepter un groupement acétyle, mais son 
domaine C-terminal n'a pas d'activité catalytique, et la suppres- 
sion de son domaine lipoyllysine ne diminue pas l'activité cata- 
lytique du complexe. Le rôle principal de E;BP serait de favori- 
ser la liaison de E;, car la protéolyse ménagée de E,BP diminue 
la capacité de liaison de E;. 

James Stoops et Reed ont déterminé par microscopie électro- 
nique l'organisation du complexe dodécaédrique de rein de bœuf 
(Fig. 21-11). Comme attendu, les sous-unité E, forment un noyau 
dodécaédrique entouré d’un dodécaédre concentrique de sous- 
unité E, (Fig. 21-11a, b). Les sous-unité E, fixent les sous-unité E, 
par le biais de bras internes rayonnants d'environ 50 À de long qui 


FIGURE 21-11 Représentations, fondées sur la microscopie électro- 
nique, du complexe pyruvate déshydrogénase de rein de bœuf à une 
résolution de +35 À. (a) La particule entière vue dans le sens de son axe 
de symétrie d'ordre 3, les positions d'un axe d'ordre 5 et d'un axe 
d'ordre 2 étant également indiquées. E, est en jaune, le noyau catalytique 
E, est en vent, et les bras internes qui relient les domaines catalytiques de 
E, à ses domaines de liaison à E, (Fig. 21-8) sont en bleu-vert. (b) Dia- 
gramme en coupe vu et coloré comme dans ln Partie 4. mais après enlè- 
vement de la partie la plus proche de la particule pour montrer le noyau 
catalytique E, ainsi que les bras internes. Comparer la partie en vert avec 
la structure par rayons X du noyau catalytique E, dodécaédrique vu dans 
le sens de son axe d'ordre 2 (Fig. 21-5b), (c) Diagramme en coupe 
comme dans la Partie b, mais avec les dimères E, (Fig. 21-134) montrés 
à une résolution de 20 À (en rouge) et insérés dans les ouvertures penta- 
gonales du noyau E,. La position d'un site périphérique de liaison des 
sous-unités à l'extrémité d'un bras interne de E, est indiquée par un usté- 
nsque (*). (D'après Zhou, Z.H.. McCarthy, D.B., O'Connor, C.M., 
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précèdent, dans E,, le domaine périphérique de liaison des sous- 
unités (Fig. 21-8 ; on ne voit pas ces bras dans la Fig, 21-5b parce 
que la structure par rayons X ne contient que le noyau catalytique 
de E,). Le PDC de rein bovin utilisé pour déterminer la structure 
ne contient pas assez de E,BP*E, pour qu'on puisse voir ce der- 
nier, Cependant, sa position dans la structure par microscopie élec- 
tronique de PDC de levure indique qu'un dimère E, occupe quasi 
entièrement chaque ouverture pentagonale du noyau E, 
(Fig. 21-11c). Les sous-unités E, ne sont donc pas disposées selon 
une symétrie dodécaédrique (de même, les sous-unités E; dans le 
PDC cubique d’E. coli ne sont pas disposées selon une symétrie 
cubique; Fig. 21-4b), Le domaine périphérique de liaison des 
sous-unités, qui est localisé à l'extrémité du bras interne de E, 
(* dans la Fig. 21-11c), est le point autour duquel pivotent les 
domaines lipoyl de E, (Fig. 21-10a). Il est situé à environ 50 À des 
sites actifs de E,, E,et E, 

En plus de E,BP, le PDC de mammifère contient une à trois 
copies de pyruvate déshydrogénase kinase et de pyruvate 
déshydrogénase phosphatase, Ces enzymes assurent la régula- 
tion de l'activité catalytique du complexe (Section 21-2C). 


g. Les composés à base d’arsenic sont des poisons parce 
qu’ils séquestrent le lipoamide 
On sait depuis longtemps que l'arsenic est un poison. Les com- 
posés à As(IIT), comme l'arsénite (AsOŸ-) et les arsénicaux orga- 
niques, sont toxiques en raison de leur capacité à se lier par cova- 
lence aux composés à groupement(s) sulfhydryle.Cela est 
particulièrement vrai de composés comme le lipoamide qui peu- 


vent former des adduits à deux « dents » : 
OH HS S 
: / L / 
O—As + — 70—As + 2H,0 
\ \ 
OH «à E 
R R 
Arsénite Dihydro- 
lipoamide 
HS a 
R'—As=0 + — El e : + H,0 
HS S 
R R 
Arsénites 
organiques 


L'inactivation des enzymes à lipoamide, en particulier les com- 
plexes pyruvate déshydrogénase et &-cétoglutarate déshydrogé- 
nase (Section 21-3D) finit par bloquer la respiration. 

Les arsénicaux organiques sont plus toxiques pour les micro- 
organismes que pour l’homme, sans doute à cause de sensibilités 
différentes de leurs enzymes à ces composés. Cette toxicité diffé- 
rente est à l’origine de l’utilisation, au début du vingtième siècle, 
de ces comnaosés dans le traitement de la svnhilis (maintenant rem- 


placés par la pénicilline) et des trypanosomiases (les trypanosomes 
sont des protozoaires parasites qui provoquent plusieurs maladies 
dont la maladie du sommeil et la maladie de Chagas-Cruz). Ces 
composés ont été réellement les premiers antibiotiques, bien que, 
ce n'est pas surprenant, ils aient provoqué des effets secondaires 
indésirables. 


On soupçonne souvent l'arsenic d'avoir été responsable de morts 
prématurées. On pense, par exemple, que Napoléon Bonaparte est 
mort par empoisonnement à l'arsenic lorsqu'il était en exil à Sainte- 
Hélène, une île de l'Atlantique. Ces soupçons, et les analyses chi- 
miques qui en ont suivi, sont à l'origine d'une anecdote passionnante. 
On a trouvé, en effet, qu'une boucle des cheveux de Napoléon conte- 
nait des teneurs élevées en arsenic, d'où l'idée qu'il était mort par 
empoisonnement à l’arsenic. Était-ce un meurtre ou le fait d'une pol- 
lution ambiante ? On a décelé de l'arséniate de cuivre (CuHAsO,), un 
pigment vert (courant à l'époque), dans des échantillons du papier 
peint de la chambre de Napoléon. Or, on a montré que, par temps 
humide comme c'est le cas à Sainte-Hélène, des champignons trans- 
forment l'arsenic en un produit volatil et hautement toxique, la trimé- 
thylarsine [CH,),As]. De fait, les visiteurs assidus de Napoléon souf- 
fraient de symptômes typiques de l'empoisonnement par l'arsenic (p. 
ex. troubles gastro-intestinaux) qui diminuaient lorsqu'ils passaient du 
temps à l'extérieur. L'empoisonnement de Napoléon par l'arsenic 
n'est donc peut-être pas intentionnel. 

Un travail rétrospectif de détective suggère aussi que Charles Dar- 
win serait mort par empoisonnement chronique à l'arsenic, Durant le 
reste de sa vie, après son retour de son voyage épique, Darwin s'est 
plaint de toutes sortes de maux, dont de l'eczéma, des vertiges, des 
maux de tête, de l'arthrite, de la goutte, des palpitations et des nau- 
sées, soit tous les symptômes d'un empoisonnement à l'arsenic. La 
solution de Fowler, un tonique très prisé au dix-neuvième siècle, 
contenait 10 mg d'arsénite par mL. De nombreux malades, peut-être 
Darwin lui-même, ont pris cette « médication » durant des années. 


h. Structure de E, 

En plus du PDC, la plupart des cellules contiennent deux autres 
complexes multienzymatiques étroitement apparentés : le com- 
plexe a-cétoglutarate déshydrogénase (qui catalyse la Réaction 
4 du cycle de l'acide citrique; Fig. 21-1) et le complexe de la 
déshydrogénase des acides &-cétoniques à chaîne branchée (qui 
intervient dans la dégradation de l'isoleucine, de la leucine et de 
la valine ; Sections 2-3E et 26-3F). Ces complexes multienzyma- 
tiques catalysent des réactions semblables: la décarboxylation 
oxydative, NAD'-dépendante, d'un acide @-cétonique accompa- 
gnée du transfert au CoA du groupement acyle résultant. En fait, 
les trois membres de cette famille 2-cétoacide déshydrogénase de 
complexes multienzymatiques partagent tous la même sous-unité 
E,. et leurs sous-unités E, et E,, spécifiques des substrats corres- 
pondants, sont homologues et utilisent les mêmes cofacteurs. 

On ne dispose pas encore de la structure par rayons X de E, 
d’un PDC (pyruvate déshydrogénase). Cependant, Hol a déterminé 
la structure par rayons X de E, d’une déshydrogénase des acides 
a-cétoniques à chaîne branchée de Pseudomonas putida, appelée 
2-oxoisovalérate déshydrogénase, Il s'agit d'un hétérotétramère 
@,B; de symétrie d'ordre 2 dans lequel le dimère B, semble pincé 
entre les deux sous-unités du dimère &, (Fig. 21-124; dans les 
PDC cubiques et dans l'œ&-cétoglutarate déshydrogénase, cubique 
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(a) 

FIGURE 21-12 Structure par rayons X de E, de la déshydrogénase 
des acides a-cétoniques à chaîne branchée de 7. putida. (a) La pro- 
téine hétérotétramérique &,f; est vue perpendiculairement à son axe 
d'ordre 2 avec ses sous-unités & en bleu clair et en doré, et ses sous-uni- 
tés B en bleu-vent et en orange. Ses cofacteurs TPP, qui se fixent à l'inter- 
face entre les sous-unité & et f, sont en modèle compact et colorés selon 
le type d'atome (C en vert, N en bleu, O en rouge, P en magenta et S en 
jaune), (b) Diagramme de la surface de La région du site actif, coupée 
pour montrer le canal de 20 À de long qui conduit du site actif à la sur- 


mentionnées ci-dessus sont fusionnées). Un noyau structural 
conservé est constitué de 185 résidus de la sous-unité & (410 rési- 
dus) et de 125 résidus de la sous-unité B (339 résidus). On trouve 
un tel noyau dans d’autres enzymes de structure connue utilisant 
la TPP, comme la pyruvate décarboxylase (qui est aussi un homo- 
dimère ; Section 17-3B). Le site de liaison de la TPP est situé à 
l'extrémité d'un canal en forme d'entonnoir de -20 À de long à 
l'interface entre une sous-unité & et une sous-unité B (Fig. 21- 
12b). On pense que le bras lipoyllysyl à l'extrémité d'un domaine 
lipoyl de E, s'insère dans ce canal de manière à transférer le sub- 
Strat hydroxyacyle de la TTP au lipoamide. 


B. Mécanisme de la dihydrolipoyl déshydrogénase 
La réaction catalysée par la dihydrolipoamide déshydrogénase (E,) 
est plus complexe que le suggèrent les Réactions 4 et 5 de la Fig. 
21-6. Vincent Massey a démontré que /a dihydrolipoamide déshy- 
drogénase oxydée contient une liaison disulfure à activité rédox 
qui, dans la forme réduite de l'enzyme, a accepté une paire d'élec- 
trons suite à la rupture de la liaison pour former un dithiol : 


ps es 5 sn ns 


(b) 


face de l'enzyme. Le bras lipoyllysyl du domaine lipoyl E, a été incor- 
poré dans le canal. L'adduit du substrat TPP [où ici l'adduit sur le C2 
(Fig. 17-26) de la TPP est un groupement hydroxyisovalérate], le bras 
lipoyllysyl dans son état disulfure, et les deux chaînes latérales Lys qui 
ont été impliquées comme donneuses de protons dans le mécanisme cata- 
lytique sont représentés en bâtonnets. [Partie a basée sur une structure 
par rayons X due à Wim Hol, University of Washington, et Partie b avec 
sa permission. PDBid 1QS0.] 


Sa démonstration était basée sur les observations suivantes, fon- 
dées sur l’utilisation d'arsénite (lequel réagit, comme nous l'avons 
vu dans la Section 21-2A, avec des groupements voisins sulfhy- 
dryle, mais pas disulfure) : 


L. Le spectre de la dihydrolipoamide déshydrogénase oxydée 
(E) n'est pas influencé par l'arsénite. 

2. Lorsque le NADH réagit avec l’enzyme oxydée en présence 
d’arsénite, l'enzyme ainsi réduite (EH) fixe l'arsénite pour donner 
une molécule inactive au plan enzymatique. 

3. On peut facilement déterminer l'état d'oxydation de la fla- 
vine d'une flavoprotéine (protéine contenant une flavine) sur base 
de son spectre en lumière UV et visible : le FAD est jaune foncé 
alors que le FADH, est jaune pâle. Le spectre de EH, inactivée par 
l'arsénite indique que son groupement prosthétique FAD est entiè- 
rement oxydé, 


La dihydrolipoamide déshydrogénase oxydée doit donc contenir, 
en plus du FAD, un second accepteur d'électrons ; la spécificité de 
l'arsénite suggère que cet accepteur est un disulfure. La séquence 
en acides aminés de la dihydrolipoamide déshydrogénase montre 
que sa liaison disulfure à activité rédox se forme entre Cys 43 et 
Cys 48, dans une région hautement conservée de la chaîne poly- 


Section 21-2. Origines métaboliques de l'acétyl-coenzyme A 777 


a. Structures par rayons X de la lipoamide 
déshydrogénase et de la glutathion réductase 

Les structures par rayons X de la dihydrolipoyl déshydrogé- 
nase de plusieurs micro-organismes, déterminées pour la plupart 
par Hol, montrent que chacune des sous-unités (-470 résidus) de 
ces enzymes homodimériques est repliée en quatre domaines qui 
tous participent à la formation du centre catalytique de la sous- 
unité (Fig. 21-13). La flavine est quasi complètement enfouie dans 
la protéine, ce qui empêche la solution environnante d'interférer 
avec la réaction de transfert d'électrons catalysée par l'enzyme (le 
FADH, est rapidement oxydé par O;, mais ni le NADH ni les grou- 
pements thiol ne le sont). La liaison disulfure à activité rédox, 
située du côté du cycle flavinique opposé à celui du cycle nicoti- 
namide, relie des tournants successifs dans un segment déformé 
d’une hélice «& (sans cette déformation, les atomes C,, de Cys 43 
et de Cys 48 seraient trop loin l'un de l'autre pour établir la liai- 
son disulfure), 

Le mécanisme catalytique de E; a été déterminé essentielle- 
ment par analogie avec celui de la glutathion réductase (GR), 
enzyme homologue (-33 % d'identité), mais bien mieux caractéri- 
sée au plan structural. Cette enzyme pratiquement ubiquitaire cata- 
lyse la réduction NADPH-dépendante du glutathion oxydé 
(GSSG ; disulfure de glutathion) en glutathion (GSH), un agent 
réducteur intracellulaire dont la fonction physiologique est étudiée 
dans les Sections 23-4E et 26-4C : 


[e) [e) 
HN--cH-CH— CH C-NH-CH-C-NH-CH-C00" 
coo” CH, 
' 
ï 
ef 0 
H;N—CH—CH;-CHy—C—NH—CH—C—NH—CH;-C007 
Glutathione disulfide (GSS8G) 
NADPH + H* 


NADP* 


glutathione 
reductase 


[e] [e] 
+ ] Il 
2 HN SR à CHy—C—NH— SENS LOT 
Co0” CH 
SH 


Glutathione (GSH) 
(y-1-Glutamyl-L-cysteinylglycine) 


Noter que cette réaction est analogue à celle catalysée par la dihy- 
drolipoyl déshydrogénase, mais que ces deux réactions se dérou- 
lent normalement en sens opposés: en effet, la dihydrolipoyl 
déshydrogénase utilise normalement le NAD* pour oxyder deux 
groupements thiol en disulfure (Fig. 21-6), alors que la GR utilise 
le NADPH pour réduire un disulfure en deux groupements thiol. 
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(b) 


FIGURE 21-13 Structure par rayons X de la dihydrolipoamide 
déshydrogénase (E,) de F. putida en complexe avec le FAD et le 
NAD", (a) L'enzyme homodimérique est vue avec son axe de symétrie 
d'ordre 2 orienté verticalement, Une sous-unité est en gris et l'autre est 
colorée selon le domaine, avec son domaine de liaison du FAD (résidus 
1-142) en lavande, son domaine de liaison du NAD* (résidus 143-268) en 
bleu-vert, son domaine central (résidus 269-337) en jaune-vert, et son 
domaine d'interface (résidus 338-458) en doré, Dans les deux sous-uni- 
tés, le NAD* (en vert) et le FAD (en jaune) sont représentés en bâtonnets. 
(b) Région du site actif de l'enzyme d'où les domaines central et d'inter- 
face ont été enlevés pour plus de clarté. La vue est prise d'à peu près la 
même direction que pour la sous-unité de droite de la Partie a, Les par- 
ties rédox des cofacteurs liés, le NAD* et le FAD, les chaînes latérales de 
Cys 43 et de Cys 48 qui forment la liaison disulfure à activité rédox, et La 
chaîne latérale de Tyr 181, sont en modèle éclaté, avec C en vent, N en 
bleu, O en rouge, P en magenta et S en jaune. Noter que la chaîne laté- 
rale de Tyr 181 s'interpose entre les cycles flavinique et nicotinamide, 
[D'après une structure par rayons X due à Wim Hol, University of 
Washington, PDBid ILVL.] 


La disposition des groupements dans le centre catalytique de la 
dihydrolipoyl déshydrogénase et le déroulement de sa réaction 
sont représentés dans la Fig. 21-14, Le site de liaison du substrat 
est situé à l'interface entre les deux sous-unités de l’enzyme dans 
le voisinage du disulfure à activité rédox. En absence de NAD* la 
chaîne latérale phénolique de sa Tyr 181 couvre la poche de liai- 


can du micotinamide ce oui emnâche la flavine d'entrer en contact 
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(L) 


FIGURE 21-14 Cycle de la réaction catalytique de la dihydrolipoyl 
déshydrogénase, Le centre catalytique est entouré par Ja protéine de 
sone que les sites de linison du NAD'* et du dihydrolipoamide se trou- 
vent dans des poches profondes. Le cycle catalytique comporte 

6 étapes. (1) L'enzyme oxydée, E, qui présente une liaison disulfure à 
activité rédox entre Cys 43 et Cys 48, fixe le dihydrolipoamide, LH,. 
premier substrat de l'enzyme, pour donner un complexe enzyme-sub- 
strat E-LH,, (2) Un atome S du substrat mène une attaque nuciéophile 
contre S,, pour donner une linison disulfure et libérer S,, sous forme 
d'ion thiolate, Le proton du deuxième groupement thiol du substrat est 
enlevé par His 451" pour donner un second ion 1hiolate, E-S-S-LS 
(3) L'ion thiolate du substrat déplace, pur action nucléophile, S,, à 


l'aide de la catalyse générale acide exercée par His 451”, pour donner 
le produit lipoamide de l'enzyme complexé à l'enzyme réduite stable, 
EH;L, où S,, forme un complexe de transfert de charge avec le noyau 
flavinique (ligne en pointillés rouges vers le noyau flavinique en 
rouge). (4) Le produit lipoamide est hibéré, connant EH,. La chaine 
latérale phénolique de Tyr 181 bloque toujours l'accès au cycle flavi- 
nique du FAD, empêchant ainsi l'oxydation de l'enzyme par O,, 

(5) Le second substrat de l'enzyme, le NAD*, lie EH, pour donner 
EH;:NAD”. La chaîne latérale phénolique de Tyr 181 est repoussée sut 
le côté par le noyau nicotinamide du NAD”, (6) Le cycle catalytique 
est bouclé lors de la réduction du NAD° par EH, pour reformer l'en- 
ryme oxydée, E, et donner du NADH, second produit de l'enxyme. 
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Cys 63 


FIGURE 21-15 Complexe entre le noyau flavinique, le noyau nicoti- 
namide et la chaîne latérale de Cys 63, tel qu'observé dans la structure 
par rayons X de la glutathion réductase d'érythrocyte humain et vu 
perpendiculairement au noyau flavinique. Les atomes de C du noyau 
nicotinamide sont en bleu-vent, ceux du noyau flavinique en vert, et 
ceux de Cys 63 en violet. Les atomes de N sont en bleu, les atomes 
d'O en rouge et l'atome de S en jaune. Les deux hétérocycles plans 


enzyme-produit de dihydrolipoyl déshydrogénase oxydée et de 
NAD* où la chaîne latérale de Tyr 181 s'interpose entre le cycle 
nicotinamide et son site de liaison dans le centre catalytique de 
l'enzyme. Cependant, dans la structure par rayons X de la GR 
complexée au NADPH, déterminée par Georg Schulz et Heiner 
Schirmer, cette chaîne latérale s'est déplacée sur le côté de sorte 
que le cycle nicotinamide réduit se lie parallèlement au cycle fla- 
vine de l'enzyme entièrement oxydée, E, et en contact de van der 
Waals avec ce cycle (Fig. 21-15), Le substituant H, de l'atome pro- 
chiral C4 (qui fait face à la flavine) du nicotinamide réduit, à savoir 
l'atome H qui sera perdu dans la réaction GR, se trouve près de 
l'atome N5 de la flavine, endroit par lequel les électrons entrent 
souvent dans un cycle flavinique lors de sa réduction. Cette dispo- 
sition prend tout son sens lorsque l'on considère le mécanisme 
catalytique décrit ci-dessous. 


b. Mécanisme catalytique 

Les structures par rayons X des protéines n'indiquent ni les 
positions des atomes H (sauf dans les structures à très haute réso- 
lution) ni les voies du transfert des électrons. Le cheminement des 
électrons dans la réaction de la glutathion réductase a néanmoins 
été déduit des structures par rayons X d'une série d'intermédiaires 
stables de cette réaction, ainsi que de données enzymologiques. 
Nous présentons ici ce mécanisme sur base de la réaction calysée 
par la dihydrolipoamide déshydrogénase, enzyme très semblable 
(Fig. 21-14), 

La dihydrolipoamide déshydrogénase agit selon un méca- 
nisme Ping-Pong (Section 14-5A): chacun de ses deux substrats, 
le dihydrolipoamide et le NAD"*, agit en l'absence de l'autre 
(Fig. 21-6; Réactions 4 et 5). Le stade I de la réaction cataly- 
tique (Fig. 21-14, étapes 1 à 4) implique une réaction d'échange 
de groupements disulfure entre le premier substrat. le dihvdroli- 


som parallèles et en contact de van der Wuals. L'atome S de Cys 63 
(équivalent du S,, de ta dihydrolipayl déshydrogénase), membre du 
disulfure à activité rédox, est aussi en contact de van der Waals avec 
le noyau flavinique de l'autre côté par rapport au noyau nicotinamide. 
[D'après une structure par rayons X due à Andrew Karplus et Georg 
Schulz. Institut für Organische Chemie und Biochemie, Freiburg, Alle- 
magne, PDBid 1GRB.] 


poamide (LH) et le disulfure à activité rédox de l'enzyme, pro- 
cessus où l'His 451” agit comme groupemen acido-basique (les 
résidus avec apostrophe désignent ceux de la sous-unité oppo- 
sée). De fait, la disposition de Glu 456’, His 451’ et Cys 43 rap- 
pelle celle de la triade catalytique des protéases à sérine (Sec- 
tion 15-3B) où le SH de Cys remplacerait le OH de Ser. 
L'importance de His 451” comme catalyseur acido-basique est 
fondée sur l'observation de Charles Williams selon laquelle son 
remplacement (par mutagenèse) par une Gin donne une enzyme 
dont l'activité catalytique tombe à -0,4% de celle de l'enzyme 
normale. L'anion thiolate obtenu à partir de Cys 48 lors de 
l'étape 2 forme un complexe de transfert de charge avec la fla- 
vine où S;, (l'atome S de Cys 48) entre en contact avec le cycle 
flavinique près de sa position 4a (un complexe de transfert de 
charge désigne une interaction non covalente dans laquelle une 
paire d'électrons est partiellement transférée d'un donneur, dans 
ce cas S, à un accepteur, dans ce cas le noyau flavine oxydé; 
la couleur rouge de ce complexe est révélatrice de la formation 
d'un complexe de transfert de charge). 

Le stade IT de cette réaction Ping-Pong (Fig. 21-14, étapes 5 et 
6) implique la liaison et la réduction du NAD", suivies de la libé- 
ration du NADH pour régénérer l'enzyme oxydée. Le chemine- 
ment des électrons à partir du disulfure réactionnel sous sa forme 
réduite, via le FAD, vers le NAD° a été élucidé par des études 
spectroscopiques et la chimie de composés modèles. Ces données 
suggèrent qu'un transfert rapide d'une paire d'électrons se fait 
entre S4 et la flavine via la formation transitoire d'une liaison 
covalente entre S,. et l'atome 4a de la flavine (Fig. 21-16, étape 1). 
His 451” récupère le proton du thiol de S,; pour former un ion thio- 
late, lequel mène une attaque nucléophile sur S;, pour reformer le 
groupement disulfure à activité rédox (Fig. 21-16, étape 2). L'exis- 
tence de l'amion flaviniaque réduit (FADH°) aui en résulte n'est que 
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FIGURE 21-16 Réaction de transfert d'une paire d'électrons du 
disulfure à activité rédox de la dihydrolipoyl déshydrogénase sous 
forme réduite, au noyau flavinique lié à l'enzyme, (1) Effondrement 
du complexe de transfert de charge entre l'ion thiolate Cys 48 et le 
noyau flavinique (ligne rouge en poimillés) pour former une liaison 
covalente entre S,, et l'atome Câa de la flavine. S4 est situé hors du 
plan de la flavine, comme le montre la Fig. 21-15. L'atome NS de la 
flavine capte un proton. peut-être de Su, qui devient un ion thiolate. 
(2) L'atome thiolate S,, mène une attaque nucléophile sur S,, pour 
former la liaison disulfure à activité rédox, ce qui libère l'anion flavi- 
niaue réduit FADH-. 


transitoire, L'atome H de son NS est immédiatement transféré (en 
tant qu'ion hydrure) à l'atome C4 voisin du cycle nicotinamide 
(Fig. 21-15), ce qui donne du FAD et le second produit de la réac- 
tion, le NADH, pour terminer le cycle catalytique. Le FAD fonc- 
tionne donc plutôt comme un « canal » d'électrons entre la forme 
réduite du disulfure à activité rédox et le NAD* que comme source 
ou puits d'électrons. 


C. Contrôle de la pyruvate déshydrogénase 


Le PDC régule l'entrée d'unités acétyle, issues de la dégradation 
des glucides, dans le cycle de l'acide citrique. La décarboxyla- 
tion du pyruvate par E, est irréversible, et puisqu'il n'existe 
pas d’autres voies chez les mammifères pour former de l'acétyl- 
CoA à partir de pyruvate, il est important que cette réaction soit 
parfaitement contrôlée. Deux systèmes de régulation sont uti- 
lisés : 

1. Inhibition par les produits NADH et acétyl-CoA (Fig. 21- 
17a) 

2. Modification covalente par phosphorylation/déphosphoryla- 
tion de la sous-unité pyruvate déshydrogénase (E,) (Fig. 21-17b; 
la régulation enzymatique par modification covalente est étudiée 
dans la Section 18-3B). 


a. Contrôle par inhibition par les produits 

Le NADH et l'acétyl-CoA entrent en compétition avec le 
NAD* et le CoA pour les sites de liaison de leurs enzymes res- 
pectives. Ils provoquent également l'inversion des réactions 
réversibles de la transacétylase (E;) et de la dihydrolipoyl déshy- 
drogénase (E;) (Fig. 21-17a). Des rapports [NADHY/ [NAD*] et 
[acétyl-CoA/CoA] élevés maintiennent E, sous sa forme acéty- 
lée, incapable d'accepter le groupement hydroxyéthyle de la TPP 
de E,. La TPP de la sous-unité E, reste donc sous sa forme 
hydroxyéthyle, ce qui diminue la vitesse de décarboxylation du 
pyruvate. 


b. Contrôle par phosphorylation/déphosphorylation 

Le contrôle par phosphorylation/déphosphorylation n'a lieu 
que pour les complexes enzymatiques eucaryotes, Ces complexes 
contiennent la pyruvate déshydrogénase kinase et la pyruvate 
déshydrogénase phosphatase liées au noyau central de la dihydro- 
lipoyl transacétylase (E,). La kinase inactive la sous-unité pyru- 
vate déshydrogénase (E,) en catalysant la phosphorylation d'un 
résidu Ser spécifique de la déshydrogénase par l'ATP (Fig. 21- 
17b). L'hydrolyse de ce résidu phospho-Ser par la phosphatase 
réactive le complexe. 

La pyruvate déshydrogénase kinase est activée par son interac- 
tion avec la forme acétylée de E,. En conséquence, les produits de 
la réaction, le NADH et l'acétyl-CoA, en plus de leurs effets 
directs sur le PDC, activent indirectement la pyruvate déshydrogé- 
nase kinase. La phosphorylation résultante inactive le complexe en 
même temps que les produits eux-mêmes l’inhibent. L'acétyl-CoA 
et le NADH étant des produits de l'oxydation des acides gras (Sec- 
tion 25-2), cette inhibition du PDC vise à préserver les stocks de 
glucides lorsque des lipides sont disponibles. 

Le Ca?* est un second messager important qui signale le besoin 
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FIGURE 21-17 Facteurs qui contrôlent l'activité du PDC. (a) Inhibi- 
tion par les produits. Le NADH et l'acétyl-CoA sont en compétition, res- 
pectivement, avec le NAD* et le CoA dans les réactions 3 et 5 de la 
séquence réactionnelle de la pyruvate déshydrogénase, Quand les 
concentrations relatives en NADH et acétyl-CoA sont élevées, les réac- 
tions réversibles catalysées par E, et E, se font en sens inverse (flèches 
rouges), inhibant ainsi la formation ultérieure d'acétyl-CoA. (b) Modifi- 


tion musculaire). Une augmentation de [Ca?* ] stimule l’activité de 
la la pyruvate déshydrogénase phosphatase, ce qui active le PDC. 

L'insuline participe au contrôle de ce système en activant indi- 
rectement la pyruvate déshydrogénase phosphatase, On se rappe- 
lera que l'insuline active également la synthèse de glycogène en 
activant la phosphoprotéine phosphatase (Section 18-3C). En 
réponse à une hyperglycémie, l'insuline active donc la synthèse de 
l'acétyl-CoA et celle du glycogène. Nous verrons dans la Sec- 
tion 25-4 que l'acétyl-CoA est non seulement le « carburant » du 
cycle de l'acide citrique, mais aussi le précurseur de la synthèse 
des acides gras. D'autres activateurs et inhibiteurs régulent le sys- 
tème pyruvate déshydrogénase (Fig. 21-17b) mais, contrairement 
au système de contrôle du métabolisme du glycogène (Sec- 
tion 18-3), il est insensible à l'AMPc. 


1 M ENZYMES DU CYCLE DE L'ACIDE 
CITRIQUE 


Cette section sera consacrée à l'étude des mécanismes réactionnels 
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cation covalente dans le complexe eucaryote. La pyruvate déshydrogé- 
nase (E,) est inactivée par la phosphorylation spécifique de l'un de ses 
résidus Ser catalysée par la pyruvate déshydrogénase kinase (à droite). 
Ce groupement phosphoryle est hydrolysé par la pyruvate déshydrogé- 
nase phosphatase (à gauche), ce qui réactive E,. Les activateurs et inhi- 
biteurs de la kinase sont indiqués sur la droite et les activateurs de la 
phosphatase sont indiqués à gauche. 


sur ces mécanismes repose sur des travaux expérimentaux consi- 
dérables ; au cours de cette étude, nous mentionnerons certains de 
ces travaux. La régulation et les relations du cycle de l'acide 
citrique avec le métabolisme cellulaire seront traitées dans les sec- 
tions suivantes. 


A. Citrate synthase 


La citrate synthase (appelée initialement enzyme condensante) 
catalyse la condensation de l'acétyl-CoA et de l'oxaloacérate 
(Réaction 1, Fig. 21-1). Cette première réaction du cycle de l'acide 
citrique est l'endroit où les atomes de carbone «enfournés » sous 
forme d'acétyl-CoA. La réaction de la citrate synthase se fait selon 
un mécanisme séquentiel ordonné (Section 14-SB), l'oxaloacétate 
se liant à l'enzyme avant l'acétyl-CoA. 

La structure par rayons X de l'enzyme dimérique libre, déter- 
minée par James Remington et Robert Huber, montre qu'elle 
adopte une « forme ouverte » dans laquelle les deux domaines de 
chaaue <ous-unité forment une profonde crevascse où se trouve le 
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site de liaison de l'oxaloacétate (Fig. 21-184). Cependant, après 
liaison de l'oxaloacétate, le petit domaine effectue une rotation 
remarquable de 18° par rapport au grand domaine, ce qui ferme la 
crevasse (Fig. 21-18b). 

Les structures par rayons X de deux inhibiteurs de la citrate 
synthase en complexe ternaire avec l'enzyme et l'oxaloacétate ont 
été déterminées également. L'acétonyl-CoA, inhibiteur analogue 
de l'acétyl-CoA à l'état fondamental, et le carboxyméthyl-CoA, 
un analogue présumé de l'état de transition (cf, ci-dessous), 


[0] OH 
? / 
CoAS — C CoAS — Le 
CH; CH; 
Acétyl-CoA Intermédiaire 
énol présumé 
O OH 
CoAS — CH =" CoAS — CH Ed 
"+ à 
CH; (9) 
Acétonyl-CoA Carboxyméthyl-CoA 
(analogue de l'état (analogue de l'état 
fondamental) de transition) 


se lient à l'enzyme sous sa forme « fermée », ce qui permet de 
localiser le site de liaison de l'acétyl-CoA. L'existence des formes 


fa) 


FIGURE 21-18 Modifications conformationnelles de la citrate syn- 
thase, Représentation compacte de la citrate synthase (4) en conforma- 
tion ouverte et (b}) en conformation fermée, liée au substrat, Les atomes 
de carbone du petit domaine de chaque sous-unité sont en vert et ceux du 
grand domaine sont en violet. Les atomes de N, O, et S dans chaque 
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«ouverte »et « fermée » explique pourquoi le mécanisme de la 
réaction est séquentiel ordonné. Le changement conformationnel 
induit par la liaison de l'oxaloacétate entraîne la formation du site 
de liaison de l'acétyl-CoA tout en interdisant l'accès du solvant à 
l'oxaloacétate lié. C'est un exemple classique du modèle d'ajuste- 
ment induit par liaison du substrat (Section 10-4C), L'hexokinase 
en est un autre exemple (Section 17-2A), 

La réaction de la citrate synthase est une condensation mixte 
ester de Claisen-aldol, qui nécessite une catalyse générale acide- 
base et la participation momentanée de la forme énol(ate) de l'acé- 
tyl-CoA, La structure par rayons X de l'enzyme sous forme de 
complexe ternaire avec l'oxaloacétate et le carboxyméthyl-CoA 
révèle que trois de ses chaînes latérales ionisables sont orientées 
correctement pour jouer un rôle catalytique : His 274, Asp 375, et 
His 320. Les atomes N1 des chaînes latérales de ces deux His éta- 
blissent des liaisons hydrogène avec deux groupements NH du 
squelette polypeptidique, ce qui indique que ces atomes N1 ne sont 
pas protonés. La participation de His 274, Asp 375, et His 320 a 
été confirmée par des études cinétiques d'enzymes mutantes obte- 
nues par mutagenèse dirigée. Ces observations ont conduit James 
Remington à proposer le mécanisme à trois réactions suivant 
(Fig. 21-19): 


L. La forme énolate de l'acétyl-CoA est produite par l'étape 
limitante de la réaction grâce à la participation catalytique de Asp 
375 jouant le rôle d’une base en enlevant un proton du groupement 
méthyle, et de His 274, sous forme neutre, jouant le rôle d'un acide 


(b) 


mation important entre les deux états entraîne des mouvements interato- 
miques relatifs jusqu'à 15 À. [Avec la permission de Anne Dallas, Uni- 
versity of Pennsylvania, et de Helen Berman, Fox Chase Cancer Center. 
D'après des structures par rayons X déterminées par James Remington et 
Robert Huber, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Alle- 
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FIGURE 21-19 Mécanisme et stéréochimie de la réaction de la citrate 
synthase, His 274 et His 320 sous forme neutre et Asp 375 agiraient 
comme catalyseurs acido-basiques., L'étape limitante de la réaction glo- 
bale est La formation de la forme énolate de l'acétyl-CoA, qui est sans 
doute stabilisée par une liaison hydrogène de faible barrière énergétique 
avec His 274, Il y a attaque nucléophile par la forme énolate de l'acétyl- 
CoA sur le côté si du carbone du carbonyle de l'oxaloacétate. L'intermé- 
diaire formé, le (S)-citryl-CoA, est hydrolysé pour donner le citrate et le 
CoA. [Essentiellement d'après Remington, S.J., Curr Opin. Struct, Biol. 
2. 732 (1992). 


Section 21-3. Enzymes du cycle de l'acide citrique 783 


en protonant l'oxygène de l'énolate (dont la forme carbonyle pro- 
tonée est normalement beaucoup plus acide que la chaîne latérale 
de His neutre). Tout comme dans le cas de la réaction semblable 
catalysée par la triose phosphate isomérase (Section 17-2E), le pK 
de la forme protonée de l'oxygène du carbonyle thioester du sub- 
strat augmente jusqu'à -14 en passant sous la forme énol, valeur 
proche de celle de His 274 neutre. Ainsi, cette protonation serait 
facilitée par la formation d'une liaison hydrogène de faible barrière 
énergétique (qui, rappelons-le, est une forme de liaison hydrogène 
particulièrement forte dans laquelle l'atome d'hydrogène est plus 
ou moins également partagé entre les atomes «donneur» et 
« accepteur » ; Section 15-3D). Cependant, la formation d'une telle 
liaison hydrogène de faible barrière énergétique reste controversée. 
La liaison thioester avec le CoA facilite l’énolisation ; l’énolisation 
de l'acétate seul nécessiterait la formation d’un intermédiaire 
beaucoup plus chargé et donc beaucoup moins stable. 

2. Le citryl-CoA se forme au cours d'une seconde réaction 
à catalyse acide-base concertée suite à une attaque nucléophile 
de l'oxaloacétate par la forme énolate de l’acétyl-CoA, tandis 
His 320, également sous forme neutre, cède un proton au grou- 
pement carbonyle de l’oxaloacétate. Le citryl-CoA reste lié à 
l'enzyme. 

3. Le citryl-CoA est hydrolysé en citrate et CoA, tandis que 
His 320, à présent sous forme anionique, enlève un proton à 
l'eau en attaquant le groupement carbonyle du citryl-CoA et que 
la forme acide d'Asp 375 cède un proton au CoA qui s'en va. 
C'est cette hydrolyse qui entraîne irréversiblement la réaction 
(4G°°= -31,5 kJ-mol”!). Nous allons voir pourquoi il est néces- 
saire que la réaction s'accompagne d'une variation d'énergie 
libre aussi importante, apparemment perdue. 


Nous avons déjà vu que les réactions enzymatiques sont sté- 
réospécifiques. La réaction de condensation de Claisen qui se pro- 
duit ici implique l'attaque de la forme énolate de l’acétyl-CoA 
exclusivement du côté si de l'atome de carbone du carbonyle de 
l'oxaloacétate, amenant ainsi la formation de (S)-citryl-CoA (la 
nomenclature de la chiralité est donnée dans la Section 4-2C). De 
la sorte, le groupement acétyle de l'acétyl-CoA ne peut former que 
le groupement carboxyméthyle pro-S du citrate. 


B. Aconitase 


L'aconitase catalyse l'isomérisation réversible du citrate en isoci- 
trate avec le cis-aconitate comme intermédiaire (Réaction 2, 
Fig. 21-1). Bien que le citrate ait un plan de symétrie et qu'il ne 
soit donc pas optiquement actif, il est néanmoins prochiral ; l'aco- 
nitase distingue les groupements carboxyméthyle pro-R et pro-S 
du citrate. 

Les résultats combinés de la cristallographie par rayons X et de 
mutagénèse dirigée par Helmut Beinert et David Stout ont permis 
d'identifier plusieurs résidus d'acide aminé participant à la cata- 
lyse. La formation de l'intermédiaire cis-aconitate implique une 
déshydratation dans laquelle le groupement alcoxyde de Ser 642, 
jouant le rôle d'une base générale, capte le proton pro-R du C2 du 
groupement carboxyméthyle pro-R du citrate (Fig. 21-20, en haut). 
[L'O, de Ser 642 se trouve à l'intérieur d'une sorte de trou à oxy- 
anion (Section 15-3D) qui semble stabiliser sa forme alcoxyde, 
très basique sans cela. Le carbanion formé dans l'état de transition 
de cette réaction n'est pas montrél. Après quoi, il v a départ du 
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FIGURE 21-20 Mécanisme et stéréochimie de la réaction de l'aconi- 
tase, Fe, du groupement [4Fe-45] de l'enzyme est lié par coordinence 
aux groupements hydroxyle et carboxylate central du citrate ; Arg 580 
établit une liaison saline avec le groupement carboxyle pro-S : Ser 642, 
sous sa forme alcoxyde, agit comme un catalyseur général basique, et 
His 101 polarisée par Asp 100 agit comme un catalyseur général acide 


groupement OH du C3 par trans-élimination de H,0 ce qui donne 
l'intermédiaire cis-aconitate. La dernière étape de la réaction est 
facilitée par une catalyse générale acide par His 101 dont le grou- 
pement imidazolium est polarisé par l'établissement d’une liaison 
de type ionique avec la chaîne latérale de Asp 100. Le remplace- 
ment par mutagenèse de Asp 100, His 101 ou Ser 642 se traduit 
par une diminution de l'activité catalytique de l'aconitase d'un fac- 
teur compris entre 10° et 10, sans pour autant affecter son affinité 
de liaison pour le substrat, ce qui confirme le mécanisme réac- 
tionnel décrit ci-dessus. 

L'aconitase contient un centre fer-soufre [4Fe-4$] lié par 
covalence et nécessaire à l'activité catalytique (les propriétés des 
centres fer-soufre sont étudiées dans la Section 22-2C). On pense 
qu'un atome de Fe(Il) spécifique, appelé Fe,, se lie par coordi- 
nence au groupement OH du substrat afin de faciliter son élimina- 
tion. Les centres fer-soufre sont presque toujours associés à des 
processus d'oxydo-réduction, bien que ce ne soit pas le cas pour 
l'aconitagce On a cuccéré oue les nronriétés électroniaues du 


N 


Ser 642 —0—H"* 
Intermédiaire cis-aconitate 
| Basculement de 180° 


Asp” 100 -: € His 101 TR 7] 


Ser 642 —0—H* 
y 


pour éliminer l’eau et former le cis-aconitate. Noter le basculement de 
180, tout à fait inhabituel, que doit faire le cis-aconitate tout en restant 
sans doute lié au site actif; ainsi, la réhydratation se fait sur le côté 
opposé du substrat de celui d'où s'est faite la déshydratation, formant 
ainsi le (2R,3S)-isocitrate. 


centre [4Fe-4S] permettraient à l'atome Fe, d'étendre son enve- 
loppe de coordination des quatre ligands observés dans la structure 
par rayons X de l'enzyme libre (trois ions S? et un ion OH), aux 
six ligands disposés en octaèdre observés dans le complexe 
enzyme-substrat, Un simple ion métallique, comme Zn?* ou Cu?*, 
serait incapable d'assurer cette structure et, par conséquent, néces- 
siterait que certains de ses ligands soient déplacés lors de la liai- 
son du substrat. 

La deuxième étape de la réaction de l'aconitase est la réhydra- 
tation de la double liaison du cis-aconitate pour former de l'isoci- 
trate (Fig. 21-20, en bas). L'addition non enzymatique de H,0 sur 
la double liaison du cis-aconitate aboutirait à la formation de 
quatre stéréoisomères. Toutefois, l'aconitase catalyse la trans-addi- 
tion stéréospécifique de OH” et de H* sur la double liaison pour 
donner uniquement le (2R,3S)-isocitrate dans la réaction directe et 
le citrate dans la réaction inverse. 

Bien que le groupement OH du citrate soit perdu dans le sol- 
vant lors de la réaction de l'aconitace le Ht enlevé eet retenu nar 


Ser 642. Ce qui est remarquable, c'est qu'il s'ajoute sur les côtés 
opposés de la double liaison du cis-aconitate en formant le citrate 
et l'isocitrate., Le cis-aconitate doit exposer un côté différent au H* 
«séquestré » lors de la formation de l’isocitrate, On pense que l’in- 
termédiaire pourrait se retourner de 180° à la surface de l'enzyme 
tout en gardant son association avec Arg 580, ou qu'il se dissocie- 
rait de l'enzyme et serait remplacé par une autre molécule de cis- 
aconitate dans l'orientation inverse. 


Le fluorocitrate inhibe l’aconitase 

Le fluoroacétate, l'une des petites molécules les plus toxiques 
connues (LD, = 0,2 mg-kg”! de poids du corps chez le rat), se 
trouve dans les feuilles de certaines plantes toxiques d'Afrique, 
d'Australie et d'Amérique du sud. Curieusement, le fluoroacétate 
en lui-même est peu toxique pour les cellules ; en fait, les cellules 
le transforment enzymatiquement d'abord en fluoroacétyl-CoA 
puis en (2R,3R)-2-fluorocitrate, qui inhibe spécifiquement l'aco- 
nitase (voir Problème 9) : 
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Cependant, on ne sait pas si l'inhibition de l’aconitase est respon- 
sable à 100% de la forte toxicité du fluorocitrate. On sait, par 
ailleurs, que le fluorocitrate inhibe aussi le transport du citrate à 
travers la membrane mitochondriale. 
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C. Isocitrate déshydrogénase NAD* dépendante 


L'isocitrate déshydrogénase catalyse la décarboxylation oxydative 
de l'isocitrate en a-cétoglutarate avec formation de la première 
molécule de CO, du cycle de l'acide citrique et de NADH (Réac- 
tion 3, Fig. 21-1). Les tissus de mammifère contiennent deux iso- 
formes de cette enzyme. Bien qu'elles catalysent toutes deux la 
même réaction, l'une participe au cycle de l'acide citrique, est 
mitochondriale et utilise le NAD* comme coenzyme. L'autre iso- 
forme se trouve dans les mitochondries et dans le cytosol, elle uti- 
lise le NADP* comme coenzyme, et elle fournit du NADPH pour 
la biosynthèse réductrice. 

On pense que l’isocitrate déshydrogénase NAD'-dépendante, 
qui nécessite Mn?* ou Mg}* comme cofacteur, catalyserait l'oxy- 
dation d’un alcool secondaire (l'isocitrate) en une cétone (l’oxalo- 
succinate), puis la décarboxylation du groupement carboxyle en 
position B de la fonction cétone (Fig. 21-21). Au cours de cette 
séquence, le groupement céto en B du groupement carboxylique 
facilite la décarboxylation en servant de puits d'électrons. L'oxy- 
dation s'accompagne de la réduction stéréospécifique du NAD* sur 
son côté re (addition côté A ; Section 13-2A). Mn?* établit une liai- 
son de coordinence avec le groupement carbonyle nouvellement 
formé, ce qui polarise sa charge électronique. 

Bien que la formation de l'intermédiaire oxalosuccinate soit 
chimiquement logique, les preuves de sa formation sont rares car 
cet intermédiaire n'est que transitoire dans les réactions cataly- 
sées par l'enzyme « sauvage ». Cependant, la vitesse d'une réac- 
tion enzymatique peut être ralentie suit à la mutation de résidus 
particuliers importants pour la catalyse, ce qui permet l'accumu- 
lation d'intermédiaires spécifiques. Ainsi, la mutation de Lys 
230, qui facilite la décarboxylation de l'intermédiaire oxalosuc- 
cinate (Fig. 21-21), en Met dans l'isocitrate déshydrogénase 
NADP"-dépendante conduit à l'accumulation de l'intermédiaire 
oxalosuccinate. Celui-ci fut visualisé directement dans la struc- 
ture par rayons X de l’enzyme mutante, en présence d'un apport 
continu en substrat, par des mesures rapides de l'intensité des 
rayons X. 


D. a-Cétoglutarate déshydrogénase 


L'a-cétoglutarate déshydrogénase catalyse la décarboxylation 
oxydative de l'a-cétoglutarate (acide &-cétonique), produisant la 
deuxième molécule de CO; du cycle de l'acide citrique et du 
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FIGURE 21-21 Mécanisme réactionnel probable de l’isocitrate déshydrogénase. L'oxalosuccinate est mis 
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NADH (Réaction 4, Fig. 21-1). La réaction globale ressemble 
étroitement à celle catalysée par le PDC (Section 21-6), Elle fait 
intervenir un complexe multienzymatique homologue qui com- 
prend l'«-cétoglutarate déshydrogénase (E,), la dihydrolipoyl 
transsuccinylase (E,) et la dihydrolipoyl déshydrogénase (E;), et 
où les sous-unités E, sont identiques à celles du PDC (Sec- 
tion 21-2A). 

Les réactions individuelles catalysées par le complexe font 
intervenir des mécanismes identiques à ceux de la réaction cataly- 
sée par la pyruvate déshydrogénase (Section 21-2A), le produit 
final étant aussi un thioester « riche en énergie », en l'occurence le 
succinyl-CoA. Cependant, il n°y a pas de modification covalente 
des enzymes dans le complexe de l’a-cétoglutarate déshydrogé- 
nase. 


E. Succinyl-CoA synthétase 


La succinyl-CoA synthétase (appelée aussi succinate thiokinase) 
hydrolyse le succinyl-CoA «riche en énergie » avec la synthèse 
couplée d'un nucléoside triphosphate « riche en énergie » (Réac- 
tion 5, Fig. 21-1). (Remarque : les noms des enzymes peuvent dési- 
gner la réaction qu'elles catalysent dans un sens ou dans l'autre ; 
dans ce cas, succinyl-CoA synthétase et succinate thiokinase dési- 
gnent la réaction en sens inverse). Du GTP est synthétisé à partir 
de GDP + P, par l'enzyme de mammifère ; les enzymes de plantes 
ct de bactéries utilisent de l’ADP + P, pour donner de l’ATP. De 
toute façon, ces réactions sont équivalentes car l'ATP et le GTP 
s’interconvertissent rapidement grâce à la nucléoside diphosphate 
kinase (Section 16-4C): 


GTP + ADP == GDP + ATP AG" =0 


a. L'énergie de la liaison thioester du succinyl-CoA est 
conservée par la formation d’une série de composés 
phosphorylés « riches en énergie » 

Comment la succinyl-CoA synthétase assure-t-elle le cou- 
plage entre l'hydrolyse exergonique du succinyl-CoA (AG°° = 
32,6 kJ -mol !) avec la formation endergonique d’un nucléoside 
triphosphate (AG°*= +30,5 kJ :mol-!)? On a pu répondre à cette 
question par l'utilisation judicieuse de traceurs isotopiques. En 
l'absence de succinyl-CoA, l’enzyme d'épinard (qui utilise des 
nucléotides adényliques) catalyse le transfert du groupement 
phosphoryle en 7 de l’ATP sur l'ADP, comme cela a été détecté 
en utilisant du C-ADP et en observant le marquage sur 
l'ATP, Un tel échange isotopique (Section 14-5D) suggère la par- 
ticipation d'un intermédiaire phosphoryle-enzyme qui assure la 
séquence réactionnelle suivante : 


Etape 1 Etape 2 
A—(P)—(P)—-P) + E A—(P)-(P) + E—(P) 
A—-®-® + E—® A-®-®-® + E 
ADP Phosphoryl- ATP* 
enzyme 


PT ee + 


ryle-enzyme cinétiquement active et dont le groupement phospho- 
ryle est lié par covalence au N3 d'un résidu His. 

Quand la réaction de la succinyl-CoA synthétase, qui est tout à 
fait réversible, se fait dans le sens de la formation de succinyl-CoA 
(en sens opposé à celui du cycle de l'acide citrique) en utilisant du 
['fO]succinate comme substrat, l#O est transféré du succinate au 
phosphate. Manifestement, du succinyl phosphate, un anhydride 
mixte «riche en énergie», se forme transitoirement pendant la 
réaction. 

Ces observations suggèrent la séquence des trois réactions sui- 
vantes catalysées par la succinyl-CoA synthétase (Fig. 21-22) : 


L. Le succinyl-CoA réagit avec P, pour former du succinyl 
phosphate et du CoA (ce qui explique la réaction d'échange de 
*O}. 


2. Le groupement phosphoryle du succinyl phosphate est 
transféré sur un résidu His de l'enzyme, avec libération du succi- 


nate (ce qui explique la formation du résidu 3-phosphoHis). 


3. Le groupement phosphoryle de l'enzyme est transféré sur 
du GDP, donnant du GTP (d'où la réaction d'échange du nucléo- 
side diphosphate). 


Noter que dans chacune des étapes l'énergie libre de l'hydrolyse 
du succinyl-CoA « riche en énergie » est conservée à travers la for- 
mation successive de composés « riches en énergie » : dans l'ordre, 
le succinyl phosphate, le résidu 3-phosphoHis et le GTP. Ce pro- 
cessus fait penser au passage d'une patate chaude de voisin à voi- 


sin ! 


b. Faisons le point 

À ce stade du cycle, un équivalent acétyle a été complètement 
oxydé en 2CO;. Deux NADH et un GTP (en équilibre avec l'ATP) 
ont également été formés. Pour boucler le cycle, le succinate doit 
redonner de l’oxaloacétate. Les trois dernières réactions du cycle 


vont s’en charger. 


F. Succinate déshydrogénase 


La succinate déshydrogénase catalyse ia déshydrogénation stéréo- 
spécifique du succinate en fumarate (Réaction 6, Fig. 21-1) : 
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est fixé fortement (p. ex. à la dihydrolipoyl déshydrogénase ; Sec- 
tion 21-2B). 

Comment la réoxydation du FADH, de la succinate déshydro- 
génase est-elle assurée ? Ce groupement prosthétique étant lié en 
permanence à l'enzyme, il ne peut fonctionner comme un métabo- 
lite à la manière du NADH, En réalité, la succinate déshydrogé- 
nase {aussi appelée complexe 11) est réoxydée par le coenzyme Q 
de la chaîne respiratoire mitochondriale, comme nous le verrons 
dans la Section 22-2C. Cela explique pourquoi la succinate déshy- 
drogénase, qui se trouve enfouie dans la membrane interne mito- 
chondriale, est la seule enzyme membranaire du cycle de l'acide 
citrique. Les autres enzymes sont dans la matrice mitochondriale 
sous forme soluble (la structure mitochondriale est décrite dans la 
Section 22-1A). 


G. Fumarase 


La fumarase (ou fumarate hydratase) catalyse l'hydratation de la 
double liaison du fumarate pour donner du ($}-malate (L-malate) 
(Réaction 7, Fig. 21-1). L'étude d'expériences qui ont permis de 
comprendre le mécanisme de la fumarase illustre le rôle joué par 
des recherches indépendantes. 


Arguments mécanistiques contradictoires : dans quel ordre 
se font les additions de H° et de OH” ? 

Des expériences conçues afin de déterminer si la réaction de la 
fumarase fait intervenir un mécanisme à carbanion (addition de 
OH en premier) ou à carbocation (addition de H° en premier) ont 
donné des résultats contradictoires (Fig. 21-24). On a obtenu des 
preuves en faveur du mécanisme à carbocation en étudiant la 
déshydratation du (S)-malate (la réaction de la fumarase en sens 
inverse) dans H,!*O. Du [*O]malate se forme dans le milieu réac- 
tionnel plus rapidement que si !O s'incorporait par réaction 
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FIGURE 21-24 Mécanismes possibles de l'hydratation du fumarate 


PEER ON OS PER NU EU 


inverse du fumarate nouvellement formé. Ce résultat suggère qu'il 
y a formation rapide d'un carbocation intermédiaire sur le C2, à 
partir duquel OH” s'échangerait avec OH, suivi du départ lent 
de l'hydrogène du C3 (Fig. 21-24, voie du bas). 

Cependant, d’autres résultats indiquent que la réaction se ferait 
via la formation d'un carbanion intermédiaire sur le C3 (Fig. 21- 
24, voie du haut). David Porter a synthétisé le 3-nitro-2-{S)- 
hydroxypropionate, qui ressemble au (S)-malate d'un point de 
vue stérique : 


3-Nitro-2- 
S-hydroxypropionate 


La nature électro-attractive du groupement nitro rend les protons 
du C3 relativement acides (pK = 10). L'anion résultant est un ana- 
logue de l'état de transition à carbanion présumé sur le C3 de la 
réaction de la fumarase, mais n’a rien à voir avec l'état de transi- 
tion à carbocation sur le C2 (Fig. 21-24 ; les analogues des états de 
transition sont étudiés dans la Section 15-1F). Cet anion est, en 
fait, un excellent inhibiteur de la fumarase : il a une affinité de liai- 
son à l’enzyme 11 000 fois supérieure à celle du (S)-malate. 

Si la réaction de la fumarase fait intervenir un mécanisme à 
carbanion, comment expliquer l'échange rapide de OH”? Réci- 
proquement, si c'est un mécanisme à carbocation, pourquoi 
l'anion nitro est-il un inhibiteur si efficace ? Une chose est claire 
suite à cette série de résultats contradictoires : l'étude des méca- 
nismes réactionnels enzymatiques nécessite d'aborder le problème 
de différentes manières. Une seule série d'expériences ne peut 
constituer une preuve, et il faut se garder d'interpréter trop rapi- 
dement les résultats. En réalité, on peut interpréter les résultats des 
échanges avec "*O de sorte qu'ils soient compatibles avec le méca- 
nisme du carbanion. Il se trouve que c'est la libération du produit 
qui constitue la réaction à vitesse limitante de l'enzyme : 


1 2 3 
E + Mal == E: Mal == EHt : Mai = EHt : Fum * OH” 


Carbanion 
intermédiaire 4 |lrapide 
80H OH” 
5 


E+H*+Fumz== E‘H*:Fum 


0 


Le malate se lie à la fumarase (1), forme un carbanion (2), élimine 
OH ce qui donne le fumarate (3), et libère rapidement OH de la 
surface de l'enzyme (4). La libération des autres produits (5) est 
lente, OH” peut dès lors s’échanger avec OH pour former du 
['*O]malate à une vitesse plus rapide que la vitesse globale de la 
réaction de la fumarase. 


H. Malate déshydrogénase 


La malate déshydrogénase catalyse la dernière réaction du cycle 
de l'acide citrique, la régénération de l'oxaloacétate (Réaction 8, 
Fig. 21-1). Pour ce faire, le groupement hydroxyle du (S)-malate 
est oxydé en cétone dans une réaction NAD*-dépendante : 


Fe 
HG SO + NADH + H° 
| 


"> 


7 00C O 


Oxaloacétate 


L'ion hydrure libéré par l'alcool au cours de cette réaction est 
transféré sur le côté re du NAD*, le même côté que celui utilisé 
par la lactate déshydrogénase (Section 17-3A) et par l'alcool 
déshydrogénase (Section 17-3B). En fait, /a comparaison de la 
structure par rayons X des domaines de liaison du NAD* de ces 
trois déshydrogénases a montré qu'elles sont remarquablement 
similaires, ce qui a conduit à suggérer que tous les domaines de 
liaison du NAD* sont issus d'un ancêtre commun (Section 9-3B). 

Le AG°’ de la réaction de la malate déshydrogénase est de 
+29,7 kJ:mol! ; la concentration en oxaloacétate formé à l'équi- 
libre est donc très faible, Cependant, se rappeler que la réaction 
catalysée par la citrate synthase, première enzyme du cycle, est très 
exergonique (AG°’= -31,5 kJ- mol"! ; Section 21-3A) en raison de 
l'hydrolyse de la liaison thioester du citryl-CoA. Nous compre- 
nons maintenant la nécessité de ce processus en apparence inutile. 
Il assure que la formation du citrate sera exergonique, même à des 
concentrations physiologiques en oxaloacétate très basses, ce qui 
permet ainsi l'initiation d'un nouveau tour de cycle. 


LL Intégration du cycle de l'acide citrique 


a. Impact du cycle de l’acide citrique sur la production 
d'ATP 
L'étude précédente montre qu'un tour du cycle de l'acide 
citrique s'accompagne des transformations chimiques suivantes 
(Fie 21.1): 
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L. Un groupement acétyle est oxydé en deux molécules de 
CO,, processus qui met en jeu quatre paires d'électrons (même si, 
comme nous le discutons ci-dessous, ce ne sont pas les atomes de 
carbone de l'acétyle entrant qui sont oxydés). 

2. Trois molécules de NAD* sont réduites en NADH, ce qui 
correspond à trois des paires d'électrons. 

3. Une molécule de FAD est réduite en FADH,, ce qui corres- 
pond à la quatrième paire d'électrons. 


4, Un groupement phosphate «riche en énergie» est formé 
sous la forme de GTP (ou d'ATP). 


Les huit électrons provenant du groupement acétyle durant le cycle 
de l'acide citrique vont ensuite passer dans la chaîne respiratoire, 
pour réduire en dernier ressort deux molécules d'O, en H,0. Les 
trois paires d'électrons provenant du NADH vont permettre cha- 
cune, par l'intermédiaire des phosphorylations oxydatives, la syn- 
thèse de trois ATP, alors que la paire d'électrons provenant du 
FADH, produira, par le même processus, environ deux ATP. Un 
tour du cycle de l'acide citrique permet donc la régénération de 12 
ATP environ. Le transport des électrons et les phosphorylations 
oxydatives feront l'objet du Chapitre 22. 


b. Vérification par techniques isotopiques de la 

stæchiométrie du cycle de l'acide citrique 
Les réactions du cycle de l'acide citrique ont été confirmées par 
des expériences avec des traceurs radioactifs, devenues possibles à 
la fin des années 1930 et au début des années 1940. À cette 
époque, on pouvait utiliser des composés enrichis en °C (isotope 
stable, détectable par spectrométrie de masse et maintenant par 
RMN) ou en !!C, isotope radioactif mais dont la demi-vie n'est 
que de 20 minutes ; le *C, utilisé pour la première fois à la fin des 
années 1940 par Samuel Ruben et Martin Kamen, présente l'avan- 
tage sur le !!C d'avoir une demi-vie de 5715 années. 

Dans une expérience qui a fait date, du [4-!'CJoxaloacétate fut 
synthétisé à partir de !'CO, et de pyruvate, 


(a) 
[ _ 
CO, + CHy—C—CO; 


Pyruvate 


ATP 
pyruvate 


carboxylase 
ADP + P, 


0 
- e Il _ 
OOC — CH; —C—CO 
Oxaloacétate 


puis utilisé dans le cycle de l'acide citrique de cellules musculaires 
métaboliquement actives et les intermédiaires formés au cours du 
cycle furent isolés. L'identification du carbone marqué de l'a-céto- 
glutarate isolé provoqua des dicussions passionnées. Nous avons 
vu dans les Sections 21-3A et B que la citrate synthase et l'aconi- 
tase catalysent des réactions stéréospécifiques dans lesquelles la 
citrate synthase fait la distinction entre les deux côtés du groupe- 
ment carbonyle de l'oxaloacétate, et l'aconitase reconnaît les grou- 
pements carboxyméthyle pro-R et pro-S du citrate. Toutefois, au 
début des années 1940, le concept de prochiralité n'était pas éta- 
bli; on pensait que les deux moitiés du citrate étaient indiscer- 
nables (ce ani ect vrai en effat dance le cac de réactinne non enzv. 
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matiques). On supposait donc que la radioactivité initialement 
localisée sur le C4 de l'oxaloacétate (* dans la Fig. 21-1) se répar- 
tissait également entre les atomes C1 et C6 du citrate, ce qui devait 
se traduire par le marquage des atomes CI et CS de l'o-cétogluta- 
rate. En fait, seul le C1, celui du groupement carboxylique en & du 
groupement céto de l'a-cétoglutarate, se révéla radioactif 
(Fig. 21-1). Ce résultat jeta un doute quant à la nature du produit 
de condensation de l'oxaloacétate et de l'acétyl-CoA. Comment 
concilier ces résultats de marquage avec la symétrie de la molécule 
de citrate? En raison de cette polémique, le cycle de l'acide 
citrique (nom proposé par Krebs) fut désormais appeleé cycle des 
acides tricarboxyliques (TCA). 

En 1948, Alexander Ogston fit remarquer que, bien que symé- 
trique, la molécule de citrate est prochirale et peut par conséquent 
entrer en contact de manière asymétrique avec la surface de l'aco- 
nitase (Section 13-2A), Même s'il est maintenant clairement établi 
que le citrate est un intermédiaire du cycle, la dualité du nom du 
cycle persiste (le terme «Cycle de Krebs » est aussi très utilisé ; 
Nd.T.). 

Bien que le résultat net du cycle se solde par l'oxydation des 
atomes de carbone d'unités acétyle en CO,, le CO, éliminé à 
chaque tour du cycle provient du squelette carboné de l'oxaloacé- 
tate. Ceci peut être démontré en suivant le cheminement du C4 
marqué de l’oxaloacétate (* dans la Fig. 21-1) dans le cycle de 
l'acide citrique. On voit (Fig. 21-1) qu'il est éliminé sous forme de 
CO, lors de la réaction de l'œ-cétoglutarate déshydrogénase. 

On a fait des expériences en utilisant du [1-CJacétate, que les 
cellules transforment en [1-"*CJacétyl-CoA : 


ATP AMP + PP, 


0 
[A 
CH3—"CO0 + CoASH Due CH3—C'— SCoA 


En suivant le parcours de ce marqueur (# dans la Fig. 21-1) on 
constate qu'il n’est pas perdu en tant que CO. Il se partage (1/2 # 
dans la Fig. 21-1) pendant le cycle lors de la formation du succi- 
nate, premier intermédiaire du cycle vraiment symétrique (non 
prochiral). 


4 B RÉGULATION DU CYCLE DE L'ACIDE 
CITRIQUE 


Dans cette section, nous étudierons comment est régulé le flux 
métabolique à travers le cycle de l'acide citrique. En étudiant le 
contrôle du flux métabolique (Section 17-4), nous avons établi que 
pour comprendre comment est contrôlée une voie métabolique, il 
faut connaître le(s) enzyme(s) qui catalyse(nt) sa (ses) réaction(s) 
à vitesse limitante, les effecteurs in vitro de ces enzymes, et les 
concentrations in vivo de ces substances. Un mécanisme hypothé- 
tique de contrôle de flux doit démontrer qu'une augmentation ou 
une diminution du flux est consécutive à une augmentation ou une 
diminution de la concentration de l'effecteur présumé. 


a. La citrate synthase, l’isocitrate déshydrogénase et l'a- 
cétoglutarate déshydrogénase sont les enzymes qui 
contrôlent la vitesse du cycle de l'acide citrique 
Il est plus difficile d'identifier les réactions limitantes du cycle 
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TABLEAU 21-2 Variations d'énergie libre standard (AG°) et 
variations d'énergie libre physiologique (AG) des réactions du 
cycle de l'acide citrique 


AG°” AG 
Réaction Enzyme (kJ-+ mor!) (kJ + mot!) 

1 Citrate synthase 315 Négative 

2 Aconitase 5 0 

3 Isocitrate -21 Négative 
déshydrogénase 

4 Complexe 33 Négative 
multienzymatique 
a-cétoglutarate 
déshydrogénase 

5 Succinyl-CoA -2,l eu 
synthétase 

6 Succinate +6 0 
déshydrogénase 

7 Fumarase —-3,4 0 

8 Malate +29,7 —0 
déshydrogénase 


métabolites du cycle se trouvent aussi bien dans les mitochondries 
que dans le cytosol et on ne connaît pas exactement leur réparti- 
tion entre ces deux compartiments (se rappeler que pour détermi- 
ner les réactions limitantes d'une voie métabolique, il faut déter- 
miner le AG de chacune de ses réactions à partir des concentrations 
de ses substrats et produits). Cependant, si l'on suppose qu'il y a 
un équilibre entre les deux compartiments, on peut déduire les 
concentrations mitochondriales des concentrations totales dans la 
cellule. Le Tableau 21-2 donne les variations d'énergie libre stan- 
dard des huit réactions du cycle de l'acide citrique et une estima- 
tion des variations d'énergie libre physiologiques pour le muscle 
cardiaque et le tissu hépatique. On constate que trois réactions sont 
très éloignées de l'équilibre dans des conditions physiologiques 
(AG négatifs) : celles catalysées par la citrate synthase, l’isocitrate 
déshydrogénase NAD‘-dépendante et l’a-cétoglutarate déshydro- 
génase. Nous allons donc voir comment ces enzymes sont régulées 
(Fig. 21-25). 


b. Le cycle de l'acide citrique est essentiellement régulé 
par la disponibilité en substrat, l'inhibition par le 
produit et l’inhibition par d’autres intermédiaires du 
cycle 
Dans le muscle cardiaque, où le rôle essentiel du cycle de 

l'acide citrique est d'assurer la formation d'ATP pour la contrac- 

tion musculaire, les enzymes du cycle fonctionnent comme une 

entité fonctionnelle, leurs flux métaboliques étant proportionnels à 

la vitesse de consommation d'oxygène cellulaire. La consomma- 

tion en oxygène, la réoxydation du NADH et la production d'ATP 
étant étroitement couplées (Section 22-4), le cycle de l'acide 
citrique doit être régulé par des mécanismes de rétrocontrôle 

(feed-back) qui règlent sa production de NADH sur la dépense 

énergétique. Contrairement aux réactions limitantes de la glyco- 

lyse et du métabolisme du glycogène, qui font appel aux systèmes 
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FIGURE 21-25 Régulation du cycle de l'acide citrique. Cette représen- 
tation du cycle de l'acide citrique et de la réaction de la pyruvate déshy- 
drogénase indique les points d’inhibition (actogones rouges) et les inter- 
médiaires du cycle qui sont des inhibiteurs (flêches rouges en pointillés). 
L'ADP et le Ca* (points verts) sont des activateurs, 


modifications covalentes pour le contrôle des flux métaboliques, 
les enzymes régulatrices du cycle de l'acide citrique semblent être 
contrôlées presque entièrement par trois moyens simples: (1) la 
disponibilité en substrat, (2) l’inhibition par le (ou les) produit(s), 
(3) l'inhibition compétitive par rétrocontrôle exercé par des inter- 
médiaires formés postérieurement au cours du cycle. Nous allons 
rencontrer plusieurs exemples de ces mécanismes de régulation 
directe dans ce qui suit. 

Les régulateurs les plus stratégiques du cycle de l'acide 
citrique sont sans doute ses substrats, l'acéryl-CoA et l'oxaloacé- 
tate, et son produit, le NADH. L'acétyl-CoA et l'oxaloacétate sont 
présents dans la mitochondrie à des concentrations non saturantes 
pour la citrate synthase. Le flux métabolique au niveau de cette 
enzyme varie donc en fonction de la concentration de ses substrats 
et est contrôlé par leur disponibilité. La formation d'acétyl-CoA à 
partir de pyruvate est régulée par l'activité de la pyruvate déshy- 
drogénase (Section 21-2B). L'oxaloacétate se trouve en équilibre 
avec le malate, sa concentration variant avec La valeur du rapport 
[NADH//INAD*] selon l'expression de l'équilibre 


{oxaloacetate ][NADH] 
[malate)[NAD*] 
Lorsque le tissu passe d'une faible activité à une activité et une res- 
piration intenses. la INADHI] mitochondriale diminue. L'augmen- 


K 
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tation de la {oxaloacétate] qui s'ensuit stimule la réaction de la 
citrate synthase, qui contrôle la vitesse de formation du citrate. 

Le fait que la [citrate] diminue invariablement quand l'activité 
augmente signifie que la vitesse d'utilisation du citrate augmente 
plus vite que sa vitesse de formation. La vitesse d'utilisation du 
citrate est sous la dépendance de l'isocitrate déshydrogénase 
NAD"‘-dépendante (la réaction de l'aconitase est proche de l'équi- 
libre), qui est fortement inhibée in vitro par le NADH (inhibition 
par le produit). La citrate synthase est aussi inhibée par le 
NADH. Il est évident que l'isocitrate déshydrogénase NAD*- 
dépendante est plus sensible que la citrate synthase aux variations 
de [NADHI]. 

La diminution de la {citrate] consécutive au passage d'une 
faible à une forte activité et donc à une vitesse de respiration accé- 
lérée se traduit par un effet d'entraînement : 


L. Le citrate est un inhibiteur compétitif de l'oxaloacétate pour 
la citrate synthase (inhibition par le produit) ; la diminution de la 
[citrate] due à l'augmentation de l'activité de l'isocitrate déshy- 
drogénase augmente la vitesse de formation de citrate. 

2. L'a-cétoglutarate déshydrogénase est également fortement 
inhibée par ses produits, le NADH et le succinyl-CoA. Par consé- 
quent, son activité augmente quand la [NADH] diminue. 

3. Le succinyl-CoA entre aussi en compétition avec l'acétyl- 
CoA dans la réaction de la citrate synthase (inhibition compétitive 
par rétrocontrôle). 


Ce système d'engrenage permet au cycle de l'acide citrique d'être 
régulé harmonieusement. 


c. L'ADP, l'ATP et le Ca?* sont des effecteurs allostériques 
d'enzymes du cycle de l'acide citrique 

En étudiant les enzymes du cycle de l'acide citrique in virro, on 
a identifié quelques inhibiteurs et activateurs allostériques. Une 
activité intense s'accompagne d'une augmentation de la [ADP], 
due à l'hydrolyse accélérée de l'ATP. L'ADP est un effecteur posi- 
tif de l'isocitrate déshydrogénase en diminuant son K,, apparent 
pour l'isocitrate. L'ATP, qui s'accumule quand le muscle est au 
repos, inhibe cette enzyme. 

En plus de ses multiples fonctions biologiques, le Ca?* est un 
régulateur métabolique essentiel. I stimule la glycogénolyse (Sec- 
tion 18-3C), déclenche la contraction musculaire (Section 35-3C), 
et il constitue un second messager de certains signaux hormonaux 
(Section 19-4A). Le Ca?* joue également un rôle important dans la 
régulation du cycle de l'acide citrique (Fig. 21-25). Il active la 
pyruvate déshydrogénase phosphatase et inhibe la pyruvate déshy- 
drogénase kinase, ce qui active le PDC et donc la production 
d'acétyl-CoA (Fig. 21-17b). De plus, le Ca’* active l'isocitrate 
déshydrogénase et l'a-cétoglutarate déshydrogénase. Ainsi, le 
même signal stimule la contraction musculaire et la production de 
V'ATP qui la fournit en énergie. 

Dans le foie, le rôle du cycle de l'acide citrique est plus com- 
plexe que dans le muscle cardiaque. Le foie synthétise de nom- 
breuses substances nécessaires à l'organisme dont le glucose, les 
acides gras, le cholestérol, les acides aminés et les porphyrines. 
Certaines réactions du cycle de l'acide citrique jouent un rôle 
important dans beaucoup de ces voies de biosynthèse, en plus de 
leur rôle dans le métabolisme énergétique. Nous étudierons dans la 
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section suivante les contributions du cycle de l'acide citrique à ces 
processus. 


d. Les enzymes du cycle de l'acide citrique constituent-ils 
un métabolon ? 

L'efficacité d'une voie métabolique peut être augmentée si les 
enzymes qui en catalysent les étapes successives interagissent pour 
se transmettre les intermédiaires métaboliques. Nous avons vu que 
c'est bien le cas pour le PDC (Section 21-2A), Parmi les avantages 
d'un tel assemblage, appelé métabolon, on notera la protection 
d'intermédiaires instables et l'augmentation de leur concentration 
locale pour une meilleure catalyse. De nombreux travaux ont été 
consacrés à la démonstration que ce concept s'applique aux voies 
métaboliques principales comme la glycolyse et le cycle de l'acide 
citrique. Cependant, les intermédiaires du cycle de l'acide citrique 
doivent être mis à la disposition d'autres voies métaboliques. Tout 
complexe d'enzymes de ce cycle sera donc labile et ne résistera 
pas aux manipulations expérimentales requises pour son isole- 
ment. 

En dépit de ce qui précède, des interactions spécifiques in viva 
ont été démontrées entre les membres de plusieurs paires d'en- 
zymes du cycle de l'acide citrique, dont le couple citrate synthase- 
malate déshydrogénase. Par exemple, Paul Srere a isolé le gène 
codant une citrate synthase mutante de levure qu'il a appelée 
« mutant d'assemblage » car elle possède un activité enzymatique 
normale in vitro, mais entraîne une déficience du cycle de l'acide 
citrique in vivo, Cette mutation touche un segment très conservé 
(13 résidus) de l'enzyme (Pro 354-Pro 366 chez la levure), qui 
forme une boucle exposée au solvant pouvant interagir avec 
d'autres protéines. Pour aller plus loin, Srere construisit un plas- 
mide exprimant une protéine de fusion (Section 5-5G) constituée 
du peptide de la citrate synthase sauvage associé à l'extrémité 
C-terminale de la GFP (Section (5-SH). Si le peptide se fixe à la 
malate déshydrogénase, l'expression en levure de cette protéine de 
fusion enzymatiquement inactive devrait inhiber le cycle de l'acide 
citrique. C'est bien le cas, à en juger par l'incapacité de cette 
levure à pousser avec de l'acétate comme substrat, lequel ne peut 
être métabolisé que par le cycle de l'acide citrique. De plus, le 
remplacement du peptide de la citrate synthase par un peptide sans 
relation avec ce dernier diminue à peine la croissance sur acétate, 
ce qui démontre le rôle de la séquence spécifique du peptide de la 
citrate synthase dans l'inhibition observée lors de l'expérience pré- 
cédente. Si cette inhibition de la croissance résulte bien de la com- 
pétition du peptide avec la citrate synthase pour un partenaire de 
son interaction au sein du métabolon, l'inhibition devrait être levée 
par la surexpression de la citrate synthase ou de ce partenaire. De 
fait, la croissance sur acétate reprend lorsque la citrate synthase ou 
la malate déshydrogénase est surexprimée dans la levure qui 
exprime la protéine de fusion GFP-peptide de la citrate synthase. 
Cependant, l'inhibition n'est pas levée par surexpression de l'aco- 
nitase. On conclut de ces observations que la citrate synthase et la 
malate déshydrogénase doivent interagir pour un fonctionnement 
optimal du cycle de l'acide citrique, et que l'interaction de ces 
deux enzymes dépend du peptide de 13 résidus Pro 354-Pro 366. 


e. Une isocitrate déshydrogénase bactérienne est régulée 
par phosphorylation 
L'isocitrate déshydrogénase d'E, coli est un dimère de deux 
sous-unités identiques de 416 résidus oui est inactivé par nhos- 


phorylation de Ser 113, un résidu du site actif. Par contre, la plu- 
part des autres enzymes dont on sait qu'elles sont l'objet de phos- 
phorylation/déphosphorylation covalentes, par exemple la glyco- 
gène phosphorylase (Section 18-3), sont phosphorylées sur des 
sites allostériques. Dans le cas de l'isocitrate déshydrogénase, la 
phosphorylation rend l'enzyme incapable de se lier à son substrat, 
l'isocitrate. 

La comparaison des structures par rayons X, déterminées par 
Daniel Koshland et Robert Stroud, de l'isocitrate déshydrogénase 
seule, ou sous forme phosphorylée, ou liée à l'isocitrate ne révèle 
que de petites différences conformationnelles, ce qui suggère que 
des répulsions électrostatiques entre l'isocitrate anionique et les 
groupements du phosphate lié à Ser empêcheraient l'enzyme de se 
lier au substrat. Bien sûr, la phosphorylation peut aussi bien régu- 
ler l’activité enzymatique en interférant directement avec la liaison 
d'un ligand au site actif qu'en induisant un changement confor- 
mationnel d'un site allostérique. 


5 M CARACTÈRE AMPHIBOLIQUE DU 
CYCLE DE L'ACIDE CITRIQUE 


On pense généralement qu'une voie métabolique est soit catabo- 
lique avec libération (et conservation) d'énergie libre, soit anabo- 
lique avec un besoin en énergie libre. Le cycle de l'acide citrique 
est, par nature, catabolique puisqu'impliqué dans un processus de 
dégradation et qu'il assure la conservation d'énergie libre chez la 
plupart des organismes. Les intermédiaires du cycle de l'acide 
citrique ne sont nécessaires qu'en quantités catalytiques pour assu- 
rer le rôle catabolique du cycle. Cependant, plusieurs voies de bio- 
synthèse utilisent des intermédiaires du cycle de l'acide citrique 
comme produits de départ. C'est la raison pour laquelle on dit que 
le cycle de l'acide citrique est amphibolique (à la fois anabolique 
et catabolique). 

Toutes les voies de biosynthèse qui utilisent des intermédiaires 
du cycle de l'acide citrique ont aussi besoin d'énergie libre. Par 
conséquent, le rôle catabolique du cycle de l'acide citrique ne peut 
être interrompu ; les intermédiaires du cycle qui ont été « détour- 
nés » doivent étre remplacés. Même si les aspects mécanistiques 
des réactions enzymatiques impliquées dans les voies qui utilisent 
et reforment les intermédiaires du cycle ne sont étudiés que dans 
des chapitres ultérieurs, il est utile de mentionner brièvement ici 
ces interrelations (Fig. 21-26). 


a. Voies qui utilisent des intermédiaires du cycle de l'acide 

citrique 

Les réactions qui utilisent et donc consomment des intermé- 
diaires du cycle de l'acide citrique sont appelées réactions cata- 
plérotiques (réactions de vidange; du grec cata, en bas, et plé- 
rotikos, remplissage). Ces réactions servent non seulement 
à synthétiser des produits importants, mais aussi à éviter l'accu- 
mulation inappropriée dans la mitochondrie d'intermédiaires 
du cycle de l'acide citrique, par exemple lors d'une dégradation 
intense d'acides aminés en de tels intermédiaires (Section 26-3), 
On trouve des réactions cataplérotiques dans les voies suivantes : 


1. La biosynthèse du glucose (gluconéogenèse: Sec- 
ton 23.1) aui se déroule dans le cvtosn!_ nécessite de l'oxaloacé.- 
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FADH,, sont réoxydés par la chaîne respiratoire au cours des phos- 
phorylations oxydatives et l'énergie libre libérée est couplée à la 
biosynthèse de l'ATP. Les intermédiaires du cycle de l'acide 


citrique sont utilisés dans la biosynthèse de nombreux constituants 
cellulaires vitaux. Dans les prochains chapitres, nous étudierons 
plus en détail les interrelations de ces voies. 


= ——p—]—— 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 M Vue d'ensemble du cvcle Le cycle de l'acide citrique, voie 
du métabolisme oxydatif commune à la plupart des organismes aéro- 
bies, est sous la dépendance de huit enzymes qui transforment 1 acétyl- 
CoA en 2 molécules de CO, avec formation de 3 NADH, 1 FADH, et 1 
GTP (ou ATP). La réoxydation des NADH et FADH, par O, via la 
chaîne respiratoire s'accompagne de la synthèse d'environ 11 ATP sup- 
plémentaires, ce qui donne en tout environ 12 ATP par tour de cycle. 


2 B Origines métaboliques de l'acétyl-coenzyme A Le pyru- 
vate, produit final de la glycolyse dans des conditions aérobies, est 
transformé en acétyl-CoA par le complexe multienzymatique pyruvate 
déshydrogénase (PDC), une association cubique ou dodécaédrique de 
trois enzymes : la pyruvate déshydrogénase, la dihydrolipoyl transacé- 
tylase et la dihydrolipoyl déshydrogénase. La sous-unité pyruvate 
déshydrogénase catalyse la transformation du pyruvate en CO, et un 
intermédiaire hydroxyéthyl-TPP. Ce dernier est conduit à la dihydroli- 
poyl transacétylase, qui oxyde le groupement hydroxyéthyle en acétate 
et le transfère au CoA pour former de l'acétyl-CoA. Le groupement 
prosthétique lipoamide, qui se trouve réduit au cours de ce processus, 
est réoxydé par la dihydrolipoamide déshydrogénase dans une réaction 
qui implique du FAD lié qui réduit le NAD* en NADH. La dihydroli- 
poamide transacétylase est inactivée par formation d'adduit covalent 
entre le lipoamide réduit et des composés As(II1), La dihydrolipoamide 
déshydrogénase, très semblable à la glutathion réductase, catalyse une 
réaction en deux étapes. Au cours de la première, le dihydrolipoamide 
réduit le groupement disulfure à activité rédox de l'enzyme pour 
donner le lipoamide, premier produit de la réaction. Lors de la 
deuxième étape, le NAD” réoxyde l'enzyme réduite par l'intermédiaire 
du groupement prosthétique FAD de l'enzyme, ce qui complète le cycle 
catalytique et fournit le deuxième produit de l'enzyme, le NADH, L'ac- 
tivité du PDC varie en fonction des rapports [NADH//INAD"} et 
[acétyl-CoAJ/ICoA]. Chez les eucaryotes, la sous-unité pyruvaie 
déshydrogénase est aussi inactivée par phosphorylation d'un résidu Ser 
spécifique et est réactivée par déphosphorylation, Ces modifications 
sont sous la dépendance respective de la pyruvate déshydrogénase 
kinase et de la pyruvate déshydrogénase phosphatase, qui font partie du 
complexe multienzymatique et répondent en fonction des niveaux des 
intermédiaires métaboliques comme le NADH et l'acétyl-CoA. 


3 M Enzymes du cycle de l'acide citrique Le citrate se forme 
par condensation d'acétyl-CoA et d'oxaloacétate catalysée par la 
citrate synthase. Le citrate est déshydraté en cis-aconitate qui est réhy- 
draté en isocitrate dans une réaction stéréospécifique catalysée par 
l'aconitase. Cette enzyme est inhibée spécifiquement par le (2R,3R)-2- 
fluorocitrate, synthétisé enzymatiquement à partir de fluoroacétate et 
d'oxaloacétate. L'isocitrate subit une décarboxylation oxydative cata- 
lysée par l'isocitrate déshydrogénase, pour donner l'a-cétoglutarate, 
du NADH et du CO.. L'a-cétoglutarate à son tour subit une réaction 
de décarboxylation oxydative catalysée par l'a&-cétoglutarate déshy- 
drogénase, complexe multienzymatique homologue au PDC. Certe 
réaction donne un deuxième NADH et le deuxième CO. Le succinyl- 
CoA formé est transformé en succinate avec formation de GTP (ATP 
chez les plantes et les bactéries) par la succinyl-CoA synthétase, Le 
succinate est déshydrogéné stéréospécifiquement en furamate par la 
succinate déshydrogénase lors d'une réaction qui donne du FADH,;,. 
Les deux dernières réactions du cycle de l'acide citrique, catalysées 
par la fumarase et la malate déshydrogénase, assurent l'hydratation du 
fumarate en (S)-malate, puis l'oxydation de cet alcool en cétone cor- 
respondante, l'oxaloacétate, avec formation concomitante du troisième 
et dernier NADH du cycle. 


4 D Régulation du cycle de l'acide citrique L'ensemble des 
enzymes du cycle de l'acide citrique forment une unité fonctionnelle 
dont la vitesse est fonction de la demande métabolique cellulaire, Les 
enzymes qui contrôlent le flux sont la citrate synthase, l'isocitrate 
déshydrogénase et l'a-cétoglutarate déshy drogénase. Leurs activités 
dépendent de la disponibilité en substrat, de l'inhibition par le produit 
et par certains intermédiaires du cycle, et de l'activation par le Ca**. Il 
est possible que les enzymes du cycle de l'acide citrique s'organisent 
in vivo en métabolon, ce qui assure le passage des produits d'une 
enzyme à la suivante au cours du cycle. 


5 Æ Caractère amphibolique du cycle de l'acide citrique Plu- 
sieurs voies anaboliques utilisent, dans des réactions cataplérotiques, 
des intermédiaires du cycle de l'acide citrique comme produits de 
départ. Ces substances essentielles sont remplacées lors de réactions 
anaplérotiques, la principale étant la synthèse d'oxaloacétate à partir 
de pyruvate et de CO, par la pyruvate carboxylase, 
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Rene 
PROBLÈMES 


L. Indiquez l'évolution du marquage radioactif du {2-"C]glucose au 
cours de la glycolyse et du cycle de l'acide citrique. À quels) niveaux) du 
cycle la radioactivité sera-t-elle libérée sous forme de CO, ? Combien de 
tours de cycles seront-ils nécessaires pour que toute la radioactivité se 
retrouve sous forme de CO,? Reprenez ce problème avec du pyruvate 
marqué par du l*C dans son groupement méthyle. 


2. La réaction de la glutathion réductase avec un excès de NADPH et 
en présence d'arsénite conduit à la formation d'une enzyme réduite à 
quatre électrons qui n'est pas physiologique, Quelle est la nature chimique 
de cette espèce catalytiquement inactive ? 


3. La dihydrolipoamide déshydrogénase réduite à deux électrons 
(EH;), à l'inverse de l'enzyme oxydée (E), réagit avec l'iodoacétate 
(ICH,COO") pour donner une enzyme inactive. Pourquoi ? 

4. En fonction des données suivantes, calculez le AG physiologique 
de la réaction de l'isocitrate déshydrogénase à 25°C et pH 7,0: 
[NAD*I/NADHI] = 8; [aœ-cétoglutarate] = 0.1 mM ; [isocitrate] = 0,02 mMf; 
on supposera que les conditions pour CO, sont standard (le AG°”est donné 
dans le Tableau 21-2). Cette réaction est-elle un site de contrôle métabo- 
lique possible ? Expliquez. 

5. L'oxydation d'acétyl-CoA en deux molécules de CO, implique le 
transfert de quatre paires d'électrons à des coenzymes rédox. Quelles 
sont les réactions du cycle où ont lieu ces transferts d'électrons ? Donnez 
la nature du coenzyme dans chaque cas. Pour chaque réaction, donnez 
la formule développée des substrats, des intermédiaires et des produits 
et montrez, à l'aide de flèches courbes, comment se déplacent les élec- 
trons. 


6, On a pensé que la réaction de la citrate synthase se faisait par l'in- 
termédiaire de la forme énol de l'acétyl-CoA. Dans ce cas, comment expli- 
quer le fait que *H ne soit pas incorporé dans l'acétyl-CoA quand l'acétyl- 
CoA est incubé avec la citrate synthase dans *H,0 ? 


7. Le malonate est un inhibiteur compétitif du succinate dans la réac- 
tion de la succinate déshydrogénase. Donnez les graphes obtenus en por- 
tant 1/v en fonction de 1/ [suecinate] pour trois concentrations en malonate 
différentes. Indiquez les droites obtenues pour les [malonate] faible, 
moyenne et forte. 

8. Krebs a trouvé que l’inhibition du cycle de l'acide citrique par le 
malonate était levée en augmentant la [oxaloacétate]. Expliquez le méca- 
nisme de ce processus d'après les résultats trouvés dans le problème 7, 


*9. Le (2R,3R)-2-Fluorocitrate contient le F dans le bras carboxymé- 
thyle pro-$S du citrate {noter que d'après la nomenclature des composés 
organiques l'atome C2 du citrate (Fig. 21-20) devient C4 dans le (2R.3R)- 
2-fluorocitrate]. Ce composé, mais pas son diastéréoisomère, est un puis- 
sant inhibiteur de l'aconitase. (a) Écrivez la réaction du (2R,3R)-2-fluoro- 
citrate catalysée par l'aconitase en supposant qu'elle est la même que celle 
du citrate (Fig. 21-20). (b) En fait, l'aconitase ne catalyse pas cette réac- 


tion du (2R,3R)-2-fluorocitrate, mais donne plutôt l’inhibiteur de haute 
affinité ci-dessous : 


da 


ES H7 000" 
C=C 


\ 
7 à Co0” 


Écrivez une autre réaction catalysée par l’aconitase qui donnerait cet inhi- 
biteur. (c) Ecrivez la réaction, catalysée par l'aconitase, du (25,3R)-3-fluo- 
rocitrate, le diastéréoisomère du (2R.3R)-2-fluorocitrate (fluorocitrate 
contenant le F dans le bras carboxyméthyle pro-R du citrate ; ici les atomes 
sont numérotés comme dans la Fig. 21-20). Y aurait-il ici formation d'un 
inhibiteur de haute affinité ? 


10. Quels sont, parmi les métabolites suivants, ceux qui subissent une 
oxydation nette lors du cycle de l'acide citrique: (a) a-cétoglutarate, 
(b) succinate, (c) citrate, et (d) acétyl-CoA ? 

11. Bien qu'il n'y ait pas de synthèse nette d'intermédiaires au cours 
du cycle de l'acide citrique, des intermédiaires du cycle de l'acide citrique 
sont utilisés dans des réactions de biosynthèse comme la biosynthèse de 
porphyrines à partir de succinyl-CoA. Ecrivez une réaction qui aboutit à la 
synthèse nette de succinyl-CoA à partir de pyruvate. 

12. L'oxaloacétate et l'a-cétoglutarate sont les précurseurs de l'aspar- 
tte et du glutamate tout en étant des intermédiaires catalytiques du cycle 
de l'acide citrique. Décrivez la synthèse nette d'a-cétoglutarate à partir de 
pyruvate, dans laquelle aucun intermédiaire du cycle de l'acide citrique ne 
se trouve diminué. 


13. L'acide lipoïque est lié aux enzymes qui catalysent la décarboxy- 
lation oxydative des acides a-cétoniques. (a) Quel type de liaison chi- 
mique relie l'acide lipoïque aux enzymes ? (b) En vous servant des for- 
mules développées, montrez comment l'acide lipoïque participe à la 
décarboxylation oxydative des acides &-cétoniques. 

14. La British anti-lewisite (BAL), qui à été conçue pour contrer le 
gaz de combat arsénical lewisite, est utile pour le traitement des empoi- 
sonnements à l'arsenic. Expliquez. 


CH,— SH 
CH— 4 CI— CH= CH—AsCl 
a OH 
British anti-lewisite Lewisite 
(BAL) 
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En 1789, Armand Séguin et Antoine Lavoisier (le père de la chi- 
mie moderne) écrivaient : 
…’n général, la respiration n'est rien d'autre qu'une lente combustion de 
carbone et d'hydrogène, en tout point semblable à celle qui a lieu dans 
une lampe ou une bougie, et de ce point de vue, les animaux qui respirent 
sont de véritables corps combustibles qui brâlent et se consument eux- 
mêmes. 


À cette époque, Lavoisier avait montré que les animaux consom- 
ment de l'oxveène et dégagent du dioxvde de carbone. Cependant. 


ce n’est qu'au début du vingtième siècle, avec la naissance de l'en- 
zymologie, qu'il fut établi, essentiellement grâce aux travaux 
d'Otto Warburg, que les oxydations biologiques sont catalysées 
par des enzymes intracellulaires. Comme nous l'avons vu, le glu- 
cose est complètement oxydé en CO, via les réactions de la gly- 
colyse et du cycle de l'acide citrique. Dans ce chapitre nous étu- 
dierons le devenir des électrons enlevés au glucose au cours du 
processus d'oxydation. 

L'oxydation complète du glucose par l'oxygène moléculaire se 
traduit par l'équation rédox suivante : 


C,H,,0, + 60, + 6CO, + 6H,0 
AG°’= -2823 kJ - mo! 


Pour mieux faire apparaître le transfert d'électrons, décomposons 
cette équation en deux demi-réactions. Dans la première, les 
atomes de carbone sont oxydés : 


C,H,:0, + 6H,0 —+ 6CO, + 24H* + 24e” 
et dans la seconde, l'oxygène moléculaire est réduit : 
60, + 24H* + 24e7 — 12H,0 


Chez les organismes vivants, le processus de transfert d'électrons 
qui relie ces deux demi-réactions fait intervenir de très nom- 
breuses réactions enzymatiques qui récupèrent l'énergie libre libé- 
rée pour former de l'ATP. 

Les douze paires d'électrons issues de l'oxydation du glucose 
ne sont pas transférées directement à l'oxygène. Comme nous 
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2 1,3-Bisphosphoglycérate 
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2Pyruvate 
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2FADH, succinate 
déshydrogénase 
2NADH 


Fe atoutarale 2 Cétoglutarate 


2NAD+ 
2NADH 
FIGURE 22-1 Les réactions du transfert des électrons qui donnent du 
NADH et du FADH, dans la glycolyse et le cycle de l'acide citrique. 


pour former 10 NADH et 2 FADH, (Fig. 22-1) au cours des réac- 
tions catalysées par l’enzyme de la glycolyse glycéraldéhyde-3- 
phosphate déshydrogénase (Section 17-2F), la pyruvate déshydro- 
génase (Section 21-2A), et les enzymes du cycle de l'acide citrique 
isocitrate déshydrogénase, &-cétoglutarate déshydrogénase, succi- 
nate déshydrogénase (la seule réduction de FAD) et malate déshy- 
drogénase (Section 21-3). Les électrons vont alors passer dans la 
chaîne de transport des électrons où, suite à la réoxydation du 
NADH et du FADH,, ils vont participer aux réactions d'oxydo- 
réduction de plus de 10 centres rédox avant de réduire O, en 
H,0. Au cours de ce processus, des protons sortent de la mito- 
chondrie. L'énergie libre résultant de la formation de ce gradient 
de pH est utilisée pour la synthèse d'ATP à partir d'ADP et de P, 
grâce aux phosphorylations oxydatives. La réoxydation de chaque 
NADH permet la synthèse de -3 ATP, et la réoxydation de FADH, 


PP 


cule de glucose complètement oxydé en CO, et H,0 (y compris 
les 2 ATP synthétisés lors de la glycolyse et les deux ATP formés 
par le cycle de l'acide citrique). 

Dans ce chapitre nous étudierons les mécanismes du transport 
des électrons et des phosphorylations oxydatives ainsi que leur 
régulation. Nous commencerons par l'étude de la structure de la 
mitochondrie et des systèmes de transport. 


1 M LA MITOCHONDRIE 


La mitochondrie (Section 1-2A) est le siège du métabolisme oxy- 
datif chez les eucaryotes. Comme l'ont montré Albert Lehninger et 
Eugene Kennedy en 1948, elle contient les enzymes qui assurent 
ce processus, dont la pyruvate déshydrogénase, les enzymes du 
cycle de l'acide citrique, les enzymes qui catalysent l'oxydation 
des acides gras (Section 25-2C), et les enzymes et protéines rédox 
impliquées dans le transport des électrons et les phosphorylations 
oxydatives, On peut donc à juste titre appeler la mitochondrie la 
« centrale énergétique » de la cellule. 


A. Structure de la mitochondrie 


Les mitochondries sont de taille et de forme très variables, selon 
leur origine et leur état métabolique. Ce sont typiquement des 
ellipsoïdes de -2,5 jum de diamètre et 1 im de long (environ la 
taille d'une bactérie ; Fig. 22-2). La mitochondrie est limitée par 
une membrane externe lisse et une membrane interne avec de 
nombreuses invaginations. Le nombre de ces invaginations, appe- 
lées crêtes, varie avec l'activité respiratoire de la cellule. En effet, 
les protéines qui assurent le transport des électrons et les phos- 
phorylations oxydatives sont liées à la membrane interne mito- 
chondriale de sorte que l'intensité de la respiration varie avec la 
surface de cette membrane. Le foie, par exemple, dont l'intensité 
respiratoire n'est pas très importante, a des mitochondries avec peu 
de crêtes, alors que celles du muscle cardiaque en contiennent 
beaucoup. Néanmoins, la surface totale des membranes internes 
mitochondriales d’une cellule hépatique est -15 fois plus grande 
que la surface de la membrane plasmique. 

Le compartiment interne mitochondrial est constitué d’une 
substance de type gel avec <50 % d'eau, appelée matrice, qui 
contient en concentrations très élevées des enzymes solubles du 
métabolisme oxydatif (par exemple les enzymes du cycle de 
l'acide citrique), ainsi que des substrats, des cofacteurs nucléoti- 
diques et des ions inorganiques. La matrice contient aussi la 
machinerie génétique mitochondriale — ADN, ARN et ribosomes 
— qui synthétise quelques unes des protéines mitochondriales 
(Section 12-4E). 


a. La membrane interne mitochondriale et les crêtes 

répartissent les fonctions métaboliques 

La membrane externe mitochondriale contient la porine, une 
protéine qui forme des pores non spécifiques permettant la libre 
diffusion de molécules jusqu’à 10 kD (les structures par rayons X 
de porines bactériennes sont étudiées dans les Sections 12-3A et 
20-2D). La membrane interne, qui est -75 % protéique en masse, 
est beaucoup plus riche en protéines que la membrane externe 
(Fig. 22-3). Elle n'est librement perméable qu'à l'O,, au CO, et à 
l'eau et elle contient, en plus des protéines de la chaîne respira- 
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FIGURE 22-2 Structure d'une mitochondrie, (a) Micrographie électronique d'une mitochondrie animale, 
IK.R. Porter/PhotoResearchers, Inc.] (b) Représentation en coupe d'une mitochondrie. 


sage de métabolites comme l'ATP, l'ADP, le pyruvate, le Ca* et 
le phosphate (cf. ci-dessous), Cette imperméabilité contrôlée de la 
membrane interne mitochondriale à la plupart des ions, des méta- 
bolites, et de composés de faible masse moléculaire, permet la for- 
mation de gradients ioniques à travers cette membrane et est à 
l'origine de la compartimentation des fonctions métaboliques 
entre le cytosol et les mitochondries. 


Membrane externe 
Face externe 
(2806 particules + um?) 


Face interne 


Cytosol 
(770 particules + um "?) 


"4 Membrane interne 


_ Face externe 
2120 particules + pm "?) 
AT 


Face interne 
(4208 particules + um ?) 
Matrice 


FIGURE 22-3 Micrographies électroniques après cryo-fracture et 
cryo-décapage des membranes interne et externe mitochondriales, La 
membrane interne a une densité en particules encastrées environ deux 


fois supérieure à celle de la membrane externe, [Avec la permission de 
L'outes Dankss 11 seit Af alilsonmis ot Tastalass ! 


Des micrographies électroniques à deux dimensions de mito- 
chondries, comme celle de la Fig. 22-24, suggèrent que les crêtes 
ressemblent à des chicanes et que les espaces entre les crêtes com- 
muniquent librement avec l'espace intermembranaire de la mito- 
chondrie, comme l’implique la Fig. 22-2b. Cependant, des recons- 
titutions en trois dimensions, fondées sur la microscopie 
électronique, ont montré que la forme des crêtes peut varier de la 


FIGURE 22-4 Reconstruction en trois dimensions d'une mitochon- 
drie de foie de rat fondée sur la microscopie électronique, La mem- 
brane externe (OM) est en rouge, la membrane interne (IM) en jaune, et 
les crêtes (C) en vert. Les pointes de flèche désignent les régions tubu- 
laires des crêtes qui les relient entre elles et à la membrane interne. [Avec 


la permission de Carmen Mannella, Wadsworth Center, Albany, New 
Val 1 
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simple structure tubulaire à des assemblages lamellaires com- 
plexes qui communiquent par d'étroites tubulures avec la mem- 
brane interne (Fig. 22-4). Il est clair que les crêtes constituent des 
microcompartiments qui limitent la diffusion des substrats et des 
ions entre les crêtes et les espaces intermembranaires. Une impor- 
tante conséquence fonctionnelle de cette disposition serait un gra- 
dient de pH plus élevé à travers les membranes des crêtes qu'à tra- 
vers les membranes internes ne faisant pas partie des crêtes, ce qui 
devrait influencer la vitesse des phosphorylations oxydatives (Sec- 
tion 22-3). 


B. Systèmes de transport mitochondriaux 


La membrane interne mitochondriale est imperméable à la plupart 
des substances hydrophiles. Elle doit par conséquent contenir des 
systèmes de transport permettant les processus suivants : 


1. Le NADH produit par la glycolyse dans le cytosol doit accé- 
der à la chaîne de transport des électrons pour pouvoir être oxydé 
par l'oxygène. 

2. Les métabolites produits par la mitochondrie comme l'oxa- 
loacétate et l’acétyl-CoA, précurseurs respectifs de la biosynthèse 
cytosolique du glucose et des acides gras, doivent atteindre leurs 
destinations métaboliques. 

3. L'ATP produit par la mitochondrie doit parvenir au cytosol 
où se déroulent la plupart des réactions qui utilisent l'ATP, tandis 
que l'ADP et le P,, substrats des phosphorylations oxydatives, doi- 
vent entrer dans la mitochondrie. 


Nous avons déjà étudié la translocase des nucléotides adényliques 
et sa dépendance vis-à-vis de AY, la différence de potentiel élec- 
trochimique à travers la membrane interne mitochondriale (Section 
20-4C). Les « sorties » de l’oxaloacétate et de l’acétyl-CoA de la 
mitochondrie seront étudiées respectivement dans les Sections 23- 
IA et 25-4D, Le reste de cette section sera consacré à l'étude des 
systèmes de transports mitochondriaux de P, et de Ca?* et aux sys- 
tèmes de navette du NADH. 


a. Transport de Pi 

L'ATP se forme dans la mitochondrie à partir d'ADP et de P. 
mais il est essentiellement utilisé dans le cytosol. Le P, formé dans 
le cytosol revient dans la mitochondrie par le transporteur de 
phosphate, un système symport P—H* électroneutre sous la 
dépendance d'un ApH. Le proton qui accompagne le P; dans la 
mitochondne en avait été exclu par les pompes de la chaîne de 
transport des électrons couplées aux réactions d'oxydo-réduction 
(Section 22-3B). Le gradient de potentiel électrochimique formé 
par ces pompes à protons maintient de fortes concentrations intra- 
mitochondriales en ADP et P, tout en fournissant l'énergie libre 
indispensable à la synthèse de l'ATP. 


b. Transport de Ca?* 

Puisque le Ca?*, comme l'AMPc, est un second messager (Sec- 
tion 18-3C), ses concentrations dans les différents compartiments 
de la cellule doivent être finement ajustées. La mitochondnie, le 
réticulum endoplasmique et l'espace extracellulaire sont autant de 
réserves de Ca**. Nous avons étudié les Ca**-ATPases de la mem- 
brane plasmique, du réticulum endoplasmique et du réticulum sar- 
coplasmique dans la Section 20-3B. Nous étudierons ici les sys- 
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FIGURE 225 Les deux systèmes de transport de Ca mitochon- 
driaux. Le système 1 assure l'entrée de Ca?* dans la matrice en réponse 
au potentiel de membrane ( intérieur négatif). Le système 2 assure la sor- 
tie de Ca* en échange avec Na°. 


L'influx et l’efflux de Ca?* sont assurés par des systèmes dif- 
férents dans la membrane interne mitochondriale (Fig. 22-5). L'in- 
flux de Ca?* est assuré par le potentiel de membrane (AY, intérieur 
négatif) de la membrane interne mitochondriale, qui attire les ions 
chargés positivement. La vitesse de l’influx est fonction de la 
[Ca?*] externe car le K,, pour le transport de Ca?* par ce système 
est supérieur à la concentration cytosolique en Ca?*. 

Dans les mitochondries de cœur, de cerveau et de muscle sque- 
lettique en particulier, l'efflux de Ca?* est assuré de façon indé- 
pendante par le gradient de Na* à travers la membrane interne 
mitochondriale. Le Ca* ne sort de la matrice qu'en échange de 
Na”, ce qui constitue un système antiport. Cet échange se fait nor- 
malement à sa vitesse maximum. Les mitochondries (ainsi que les 
réticulums endoplasmique et sarcoplasmique) peuvent par consé- 
quent servir de « tampon » pour le C&* cytosolique (Fig. 22-6) : 
si la [Ca?*] cytosolique augmente, la vitesse de l'influx mitochon- 
drial de Ca?* augmente alors que celle de l'efflux reste constante, 
ce qui augmente la [Ca] mitochondriale tandis que la [Ca] 
cytosolique diminue pour retrouver sa valeur initiale, Réciproque- 
ment, une diminution de la [Ca?*] cytosolique diminue la vitesse 
de l'influx, produisant un efflux net de Ca?* et une augmentation 
de la [Ca] cytosolique qui revient à sa valeur initiale. 

La phase oxydative assurée par le cycle de l'acide citrique dans 
la matrice mitochondriale est contrôlée par la [Ca?*] de la matrice 
(Section 21-4). Il est par conséquent intéressant de remarquer 
qu'en réponse à une augmentation de la [Ca?*] cytosolique, consé- 
cutive à une activité musculaire accrue, la [Ca?*] de la matrice aug- 
mente, activant ainsi les enzymes du cycle de l'acide citrique. Il 
s'ensuit une augmentation de la [NADH], dont la réoxydation par 
les phosphorylations oxydatives (que nous étudions dans ce cha- 
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FIGURE 22-6 Régulation de la [Ca] cytosolique, La sortie se fait à 
vitesse constante et est indépendante de la [Ca?*], tandis que l'activité de 
la voie d'entrée varie avec la (Ca?*]. Lorsque la [Ca?*] est à son niveau 
de base, les activités des deux voies sont égales et il n'y a pas de flux net 
de Ca°*. Une augmentation de la [Ca] cytosolique entraîne un influx 
net dans la mitochondrie, et une diminution de la [Ca?*] cytosolique pro- 
voque l'effet inverse. Les deux effets rétablissent la [Ca?*] cytosolique 
normale, [D'après Nicholls, D., Trends Biochem. Sci, 6, 37 (1981).] 
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c. Des systèmes de navette cytoplasmiques « transportent » 
le NADH à travers la membrane interne mitochondriale 
Bien que la majeure partie du NADH qui résulte de l'oxyda- 

tion du glucose soit formée dans la matrice mitochondriale par 
l'intermédiaire du cycle de l'acide citrique, le NADH formé lors 
de la glycolyse se trouve dans le cytosol. Or, la membrane interne 
mitochondriale ne possède pas de protéine de transport du 
NADH. Seuls les électrons du NADH cytosolique sont transportés 
dans la mitochondrie par un des systèmes de « navette » ingénieux 
suivants. Dans la navette malate-aspartate (Fig. 22-7), que l'on 
trouve dans le cœur, le foie et le rein, le NAD* mitochondrial est 
réduit par le NADH cytosolique moyennant la réduction de l'oxa- 
loacétate suivie de sa régénération. Ce processus fait intervenir 
deux phases de trois réactions chacune : 

Phase A (transport des électrons dans la matrice) : 


L. Dans le cytosol, le NADH réduit l'oxaloacétate pour donner 
du NAD* et du malate lors d'une réaction catalysée par la malate 
déshydrogénase cytosolique. 

2. Le transporteur malate-a-cétoglutarate transporte le 
malate formé, du cytosol dans la matrice mitochondriale en 
échange d'a-cétoglutarate provenant de la matrice. 

3. Dans la matrice mitochondriale, le NAD* réoxyde le malate 
pour donner du NADH et de l'oxaloacétate lors d'une réaction cata- 
lysée par la malate déshydrogénase mitochondriale (Section 21-3H). 
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FIGURE 22-7 La navette malate-aspartate, Les électrons du NADH 
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Puisque la demi-réaction O,/H,0 a le potentiel d'oxydo-réduction 
standard le plus élevé et donc la plus grande affinité pour les élec- 
trons, la demi-réaction du NADH s’inverse et c'est le NADH qui 
est le donneur d'électrons dans ce couple et O, l'accepteur d'élec- 
trons. La réaction globale s'écrit 
0, + NADH + H° == H,0 + NAD* 
si bien que 
A€°” = 0,815 - (-0,315) = 1,130V 


La variation d'énergie libre standard de la réaction peut être cal- 
culée d'après l'Éq. [16.7] : 

AG°" = -nFA€" 
où F, la constante de Faraday, est égale à 96,494 C : mol”! d'élec- 
trons et n est le nombre d'électrons transférés par mole de substrat. 
Ainsi, puisque 1 V = 1 J - C{, la valeur de AG° pour l'oxydation 
du NADH sera : 


AG° = 20e L 96,485— € x 1133: C-! 
mol reactant mol e 
= -218 kJ + mol ! 


Autrement dit, l'oxydation de 1 mol de NADH par O, (le transfert 
de deux électrons) dans les conditions biochimiques standard s’ac- 
compagne de la libération de 218 kJ d'énergie libre. 


b. Le transport des électrons est thermodynamiquement 
efficace 
La quantité d'énergie libre standard nécessaire à la synthèse de 
1 mol d'ATP à partir d'ADP et de P, est de 30,5 kJ. La variation 
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d'énergie libre standard qui accompagne l'oxydation de NADH 
par O, et lorsqu'elle est couplée à la synthèse d'ATP est donc suf- 
fisante pour assurer la synthèse de plusieurs moles d'ATP. Ce cou- 
plage, comme nous allons le voir, est assuré par la chaîne de trans- 
port des électrons où les électrons vont passer par trois complexes 
protéiques contenant des centres rédox dont les affinités pour les 
électrons augmentent progressivement (les potentiels d'oxydo- 
réduction standard vont croissant) au lieu de réagir directement 
avec O,. Cela permet à l'importante énergie libre disponible d'être 
libérée en plusieurs fractions, chacune d'elles étant couplée à la 
synthèse d'ATP par le mécanisme des phosphorylations oxyda- 
tives. L'oxydation d'un NADH s'accompagne donc de la synthèse 
de -3 ATP. (L'oxydation du FADH,, qui entre dans la chaîne de 
transport des électrons via un quatrième complexe protéique, est 
de même couplée à la synthèse de -2 ATP). Le rendement ther- 
modynamique des phosphorylations oxydatives est donc de 3 x 
30,5 kJ - mol-! x 100/218 kJ - mol”! = 42 % dans les conditions 
biochimiques standard. Cependant, avec des mitochondries actives 
dans des conditions physiologiques (où les concentrations en sub- 
strat et produit ainsi que le pH sont différents des valeurs stan- 
dard), le rendement thermodynamique serait de l'ordre de 70 %. À 
titre de comparaison, le rendement énergétique d'un moteur de 
voiture est <30 %. 


B. Séquence du transport des électrons 

L'énergie libre nécessaire à la synthèse d'ATP est fournie par 
l'oxydation de NADH et de FADH, par la chaîne de transport des 
électrons, une succession de quatre complexes protéiques parcou- 
rus par les électrons depuis les plus bas vers les plus hauts poten- 
tiels d'oxydo-réduction standard (Fig. 22-9). Les électrons sont 
transférés des Complexes IL et IT au Complexe III par le coen- 
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électrons mitochondriale. Les potentiels 
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+0,4 sants les plus mobiles (vert) sont indiqués, 
ainsi que les sites qui libèrent suffisamment 
d'énergie libre pour permettre la synthèse 
d'ATP (bleu) et les sites d'action de plusieurs 
inhibiteurs du transfert d'électrons (rouge). 
+0,6 (Noter que les Complexes 1, III et TV ne syn- 
thétisent pas directement de l'ATP mais accu- 
or mulent plutôt l'énergie libre nécessaire pour 
cela en pompant les protons hors de la mito- 
chondrie, formant ainsi un gradient de pro- 
+0,8 tons ; Section 22-3). 


2H+* + 10, 


H,0 (40,815 V) 
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zyme Q (CoQ ou ubiquinone ; ainsi appelé en raison de son 
caractère ubiquitaire chez les organismes qui respirent), et du 
Complexe III au Complexe IV par la protéine membranaire péri- 
phérique, le cytochrome c (Sections 7-3B et 9-6A). 

Le Complexe 1 catalyse l'oxydation du NADH par le CoQ : 


NADH + CoQ (oxydé) — NAD° + CoQ (réduit) 
AE" = 0,360 V AG° = -69,5 kJ : mol! 


Le Complexe HI catalyse l'oxydation du CoQ (réduit) par le 
cytochrome c : 


CoQ (réduit) + 2cytochrome c (axydé) 
CoQ (oxydé) + 2cytochrome c (réduit) 


AE” = 0,190 V AG® = -36,7 k] : mor! 


Le Complexe IV catalyse l'oxydation du cytochrome c (réduit) 
par O,, l'accepteur final des électrons de la chaîne de transport 
des électrons : 


2Cytochrome c (réduit) + 10, 
2cytochrome c (oxydé) + H,0 


AE = 0,580 V AG° = 112 kJ - mol°! 


Les variations de potentiel d'oxydo-réduction standard lorsqu'une 
paire d'électrons parcourt successivement les Complexes I, III et 
IV donnent lieu, à chaque étape, à une réaction suffisamment exer- 
gonique pour assurer la synthèse d'une molécule d'ATP. 

Le Complexe Il catalyse l'oxydation du FADH, par le CoQ : 


FADH2 + CoQ (oxydé) — FAD + CoQ (réduit) 
AE = 0,085 V AG° =-16,4 kJ + mol°! 


Cette réaction d'oxydo-réduction n'est pas suffisamment exergo- 
nique pour permettre la synthèse d'ATP ; elle sert à introduire les 
électrons du FADH, dans la chaîne de transport des électrons. 


Vue d'en haut 
Cäthode en platine 


Vue latérale 


————Anode en argent 


Piège à bulles 


Support 
en lucite 


; Fiche en époxy 
KCI - Membrane en Teflon 
perméable à l'oxygène 
Agitateur magnétique 


FIGURE 22-10 L'électrode à oxygène, Cette électrode est constituée 
d'une électrode de référence Ag/AgCI et d'une électrode en P…, qui plon- 
gent dans une solution de KCI et sont en contact avec la cellule réaction- 
nelle par l'intermédiaire d'une membrane en Teflon perméable à l'oxy- 
gène. O, est réduit en H,0 au niveau de l'électrode en Pi, ce qui crée une 
différence de potentiel par rapport à l'électrode de référence qui est pro- 
portionnelle aux concentrations en O, dans la cellule fermée où se trouve 
l'échantillon, [D'après Cooper, T.G., The Tools of Biochemistry, p. 69, 
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. Transport des électrons et phosphorylations oxydatives 


a. Le fonctionnement de la chaîne de transport des 
électrons a été élucidé par l’utilisation d’inhibiteurs 
L'élucidation de la séquence des événements dans le transport 

des électrons est due, pour une large part, à l’utilisation d'inhibi- 
teurs spécifiques. Cette séquence a été confirmée par la mesure des 
potentiels d'oxydo-réduction standard des systèmes rédox des dif- 
férents complexes et par la détermination de la stæchiométrie du 
transfert d'électrons et de la synthèse couplée de l'ATP. 

La vitesse de consommation de l'oxygène par une suspension 
de mitochondries permet de mesurer avec précision le fonctionne- 
ment de la chaîne de transport des électrons. Elle est facilement 
mesurée avec une électrode à oxygène (Fig. 22-10). Des compo- 
sés qui inhibent le transfert d'électrons, comme en témoigne leur 
influence sur la consommation d'oxygène avec ce dispositif, ont 
été des outils expérimentaux de toute première importance pour 
élucider le cheminement des électrons dans la chaîne de transport 
des électrons et pour déterminer les points d'entrée des électrons 
provenant de différents substrats. Citons, parmi les inhibiteurs du 
transfert d'électrons les plus utilisés, la roténone (une toxine végé- 
tale utilisée par les Indiens d'Amazonie pour empoisonner les 
poissons et qui est également utilisée comme insecticide), l'amy- 
tal (un barbiturique), l’antimycine (un antibiotique), et le cya- 
nure : 


CH; — CH; —CH(CH; 


CH; —CH; 
À "C=N 
[e) (e) 


N 
H Amytal 


6 1 CH(CH;h 


(0) (CH; — CHy 
Antimycine À 


Les expériences suivantes montrent comment ces inhibiteurs ont 
été utilisés : 


Une solution tampon contenant de l'ADP et du P, en excès est 
P PAL LEURS PS PP FA PR SO D ER. PR UP SSL 


Addition de mitochondries + f-hydroxybutyrate, 
l'oxydation liée au NAD* commence 

ition de roténone ou d'amytal, 

inhibition de l'oxydation liée au NAD* 

ition de succinate, l'oxydation 

liée au FAD commence 

Addition d'antimycine, inhibition 

de l'oxydayion liée au FAD 

ddition de TMPD + 
ascorbate, l'oxydation reprend 


[0;) 


Temps 


FIGURE 22-11 Effet d’inhibiteurs sur le transport des électrons. 
Tracé théorique obtenu par une électrode à oxygène plongée dans une 
suspension de mitochondries en présence d'un excès d'ADP et de P,. Aux 
points numérotés, les réactifs indiqués sont injectés dans la cellule et les 
variations de [O;] sont enregistrées, Les chiffres renvoient au texte. 
[D'après Nicholls, D.G., Bioenergetics, p. 110, Academic Press (1982).] 


Différents réactifs sont ajoutés dans la cellule et on enregistre la 
consommation d'O, (Fig. 22-11) : 

1. Des mitochondries et du B-hydroxybutyrate sont ajoutés 
dans la cellule. Les mitochondries assurent l'oxydation du B- 
hydroxybutyrate NAD*-dépendante (Section 25-3) : 


OH 
CHy—CH—CH;—C0; 
B-Hydroxybutyrate 
NAD —) &-hydroxybutyrate 
NADH + H° déshydrogénase 


1 
CH,—C—CH,—CO, 
Acétoacétate 


Au fur et à mesure que le NADH formé est oxydé par la chaîne de 
transport des électrons avec O, comme accepteur terminal d'élec- 
trons, la concentration en O, dans le mélange réactionnel diminue. 

2. L'addition de roténone ou d’amytal arrête complètement 
l'oxydation du B-hydroxybutyrate. 

3. L'addition de succinate, qui s'oxyde par l'intermédiaire du 
FAD, rétablit la consommation d'O.. Les électrons du FADH, peu- 
vent donc réduire l'oxygène en présence de roténone ; cela signi- 
fie que les électrons du FADH, entrent dans la chaîne de transport 
des électrons après l'étape inhibée par la roténone. 

4. L'addition d’antimycine inhibe le transport des électrons 
provenant du FADH.. 

5. Bien que le NADH et le FADH, soient les deux donneurs 
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ser aussi des donneurs d'électrons artificiels pour explorer le che- 
minement des électrons. La tétraméthyl-p-phénylènediamine 
(TMPD) est un transporteur rédox réduit par l'ascorbate et qui 
transfère ses électrons directement au cytochrome c : 


H,C, FH HO—CH, o 
H,c/ ŸcH, H }— 
HO OH 
Tetraméthyl-p-phénylènediamine Acide ascorbique 
(TMPD), forme oxydée 


HC, {CB EE o 
‘HN Ÿ-xH" +  HO—C (e] 
H,c/ “cu, LT 
(e) (e) 
TMPD, forme réduite Acide déshydroascorbiqu 


L'addition de TMPD et d'ascorbate au mélange réactionnel inhibé 
par l’antimycine fait repartir la consommation d'oxygène ; il y a 
donc un troisième point d'entrée pour les électrons dans la chaîne 
de transport des électrons. 

6. L'addition de cyanure inhibe complètement l'oxydation des 
trois donneurs d'électrons, ce qui indique qu'il bloque la chaîne de 
transport des électrons après le troisième point d'entrée des élec- 
trons. 


Des expériences comme celles-ci ont permis d'établir l'ordre 
du parcours des électrons à travers les complexes de la chaîne de 
transport des électrons ainsi que les sites bloqués par différents 
inhibiteurs du transfert d'électrons (Fig. 22-9). Cet ordre a été 
confirmé et précisé du fait que les potentiels d'oxydo-réduction 
standard des complexes de la chaîne de transport des électrons sont 
très proches des potentiels d'oxydo-réduction standard de leurs 
substrats donneurs d'électrons (Tableau 22-1). Les trois sauts de 
potentiel d'oxydo-réduction entre le NADH, le CoQ, le cytochrome 
cet l'O; sont chacun suffisamment importants pour assurer la syn- 
thèse d'ATP. En réalité, ces sauts de potentiel rédox correspondent 
aux sites d'inhibition par la roténone (ou l’amytal), par l'antimy- 
cine et par le cyanure. 


b. Phosphorylations et oxydations sont étroitement 

couplées 

Les études thermodynamiques précédentes suggèrent que les 
oxydations par O, du NADH, du FADH, et de l'ascorbate permet- 
tent respectivement la synthèse de trois, deux et un ATP. Cette stœ- 
chiométrie, appelée le rapport P/O [rapport de l’ATP synthétisé 
et des atomes d'O réduits (paires d'électrons captées)], a été 
confirmée expérimentalement par des mesures de consommation 
d'oxygène par des mitochondries au repos ou en activité. Voici un 
exemple d'une expérience type qui permet de déterminer le rap- 
port P/O : une suspension de mitochondries (isolées par centrifu- 
gation différentielle après rupture des cellules ; Section 6-1B) 
contenant un excès de P, mais pas d'ADP est incubée dans la cel- 
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TABLEAU 22-1 Potentiels d’oxydo-réduction des composants 
de la chaîne de transport des électrons dans des mitochondries 
au repos 


Composant €” (V) 
NADH —0,315 
Complexe 1! (NADH:CoQ réductase : -900 kD, 43 sous-unités) : 
FMN ? 
(Fe-S)N-la -0,380 
(Fe-S)N-1b —0,250 
(Fe-S)N-2 —0,030 
(Fe-S)N-3,4 —0,245 
(Fe-S)N-5,6 —0,270 
Succinate 0,031 
Complexe II (succinate:CoQ réductuse ; 127 kD, 4 sous-unités) : 
FAD —0,040 
[2Fe-25] —0,030 
(4Fe-4$] —0,245 
[3Fe-45] —0,060 
Hème b —0,080 
Coenzyme Q 0,045 
Complexe II (CoQ:cytochrome c réductase ; 243 kD, 
11 sous-unités) : 
Hème b,, (bs63) 0,030 
Hème b, (444) —0,030 
(Fe-S) 0,280 
Hème c, 0,215 
Cytochrome ce 0,235 


Complexe IV (cytochrome c oxydase: -200 kD, 8-13 sous-unités) : 


Hème à 0,210 
ps 0,245 

M 0,340 

Hème a, 0,385 

oO; 0,815 


Source : principalement Wilson, D.F., Erecinska, M., and Dutton, P.L.., Ann. 
Rev. Biophys. Biveng. 3, 205 and 208 (1974) ; et Wilson, D.F,, /n Bittar, 
E.E. (Ed.), Membrane Structure and Function, Vol, 1, p. 160, Wiley 
(1980).E.E. (Ed.), Membrane Structure and Function, Vol. 1, p. 160, 
Wiley (1980). 


étant étroitement couplées dans des mitochondries en bon état, le 
transfert d'électrons ne peut être assuré que si de l'ADP est simul- 
tanément phosphorylé (Section 22-3). En fait, le métabolisme 
mitochondrial est si bien régulé que même les aspects morpholo- 
giques de mitochondries qui respirent activement et de mitochon- 
dries au repos sont très différents (Fig. 22-12). Puisqu'il n’y a pas 
d'ADP dans le milieu réactionnel, les mitochondries sont au repos 
et la consommation d'O, est minimum (Fig. 22-13 ; Région 1). On 
procède alors aux additions suivantes : 

(a) On ajoute 90 pmol d'ADP et un excès de B-hydroxybuty- 
rate (substrat NAD*-dépendant). Immédiatement les mitochon- 
dries passent sous forme active et la vitesse de la consommation 
d'oxygène augmente (Fig. 22-13 ; Région 2) et se maintient à ce 
niveau jusqu'à ce que tout l'ADP soit phosphorylé. La mitochon- 
drie retourne alors à l'état de repos (Fig. 22-13 ; Région 3). Durant 
la phosphorylation des 90 umol d'ADP dans ces conditions, il y a 


ta caTe 


(b) 


FIGURE 22-12 Micrographies électroniques de mitochondries de foie 
de souris. (a) En état de respiration active et (b) en état de repos. Les 
crêtes des mitochondries actives sont beaucoup plus condensées que 
celles des mitochondries au repos. [Avec la permission de Charles Hac- 
kenbrock, University of North Carolina Medical School} 


par O, consomme deux fois plus de molécules de NADH que de 
molécules d'O,, le rapport P/O pour la réoxydation du NADH dans 
la Région 2 est 90 yimoles d'ADP/(2 x 15 pmoles d'O,) = 3; 


aimes 


(a) ADP + f-Hydroxybutyrate 
1 


3] 410:1(P/0 = 3) 
+ ADP + Succinate + roténone 
née | 
4 |AIO;](P/0 = 2) 
{c) ADP + TMPD/Ascorbate 
[03] + antimycine 


5 


6 |A[O;1(P/0=1) 


Le 


Temps 


FIGURE 22-13 Stæchiométrie du couplage entre oxydation et phos- 
phorylation (rapport P/O) avec différents donneurs d'électrons. Les 
mitochondries sont incubées dans un tampon phosphate en excès dans la 
cellule d'une électrode à oxygène. (a) On ajoute 90 pumol d'ADP et un 
excès de fB-hydroxybutyrate. La respiration se poursuit jusqu'à ce que 
tout l'ADP soit phosphorylé. Le AO, de la Région 2 est de 15 pmol, ce 
qui correspond à 30 limol de NADH oxydé ; le P/O = 90/30 = 3. (b) 90 
pumol d'ADP et un excès de succinate sont ajoutés en même temps que 
de la roténone afin d’inhiber le transfert d'électrons depuis le NADH. Le 


AO, de la Région 4 est de 22,5 jimol, ce qui correspond à 45 jimol de 
FADH, oxydé ; le P/O = 90/45 = 2. (c) 90 pmol d'ADP et un excès de 
TMPD/ascorbate sont ajoutés avec de l'antimycine pour inhiber le trans- 
fent d'électrons depuis le FADH,. Le AO, de la Région 6 est de 45 limol, 
correspondant à 90 pmol d’ascorbate oxydé ; le P/O = 90/90 = 1. 


(b) On continue l'expérience en inhibant le transfert d'élec- 
trons depuis le NADH par la roténone et en ajoutant à nouveau 90 
umol d'ADP (Fig. 22-13 ; Région 4), en même temps qu'un excès 
de succinate (qui s’oxyde par une déshydrogénase à FAD). La 
consommation d'oxygène reprend jusqu’à ce que tout l'ADP soit 
phosphorylé, pour revenir à nouveau à l’état de base (Fig. 23-13 ; 
Région 5). Le calcul du rapport P/O correspondant à l'oxydation 
du FADH, donne une valeur de 2 ; c'est-à-dire que 2 moles d'ADP 
sont phosphorylées par mole de FADH, oxydée. 

(c) En opérant de la même manière, l'oxydation de l'ascor- 
bate/TMPD donne un rapport PIO de 1 (Fig. 22-13 ; Régions 6 et 
7). 

Ces conclusions sont en accord avec les études à l'aide d'inhibi- 
teurs indiquant qu'il y a trois points d'entrée pour les électrons 
dans la chaîne de transport des électrons, et avec les mesures de 
potentiel d'oxydo-réduction standard qui font apparaître trois sauts 
de potentiel, chacun capable de fournir l'énergie libre nécessaire à 
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c. Les rapports P/O peuvent être revus 

Les mesures de rapports P/O peuvent faire l'objet d'erreurs 
expérimentales difficiles à corriger, telles que des imprécisions 
dans la mesure de la concentration de l'oxygène, la présence 
d'AMP. et une fuite de protons à travers la membrane interne 
mitochondriale, Aussi, les valeurs de P/O, acceptées par beau- 
coup, de 3, 2 et 1, associées à l'oxydation du NADH, du 
FADH,; et de l'ascorbate/TMPD pourraient-elles être erronées. 
De fait, Peter Hinkle a trouvé des valeurs proches de 2,5, 1,5 et 
1 pour ces oxydations (nous verrons dans la Section 22-3 que 
les P/O ne sont pas forcément des nombres entiers). Si ces 
valeurs sont correctes, le nombre de molécules d'ATP synthéti- 
sées par molécule de glucose oxydé est 2,5 ATP/NADH x 10 
NADH/glucose + 1.5 ATP/FADH, x 2 FADH//glucose + 2 
ATP/glucose du cycle de l'acide citrique + 2 ATP/glucose pro- 
venant de la glycolyse = 32 ATP/glucose au lieu de la valeur 
couramment admise de 38 ATP/glucose impliquant des rapports 
P/O de 3, 2 et 1. Cependant, comme un certain désaccord per- 
siste quant à ces valeurs de rapport P/O revues, nous utiliserons 
dans ce livre, par souci de cohérence, les valeurs de rapports P/O 
3, 2 et | traditionnelles. On se rappellera cependant que ces 
valeurs sont contestées. 

La détermination du rendement ATP/glucose in viva pose 
encore plus de problèmes. Les équivalents réducteurs provenant du 
NADH produit par la GAPDH peuvent être importés dans la mito- 
chondrie par la navette du glycérophosphate, qui donne du FADH,, 
ou par la navette malate-aspartate, qui donne du NADH mais fait 
entrer un proton dans la matrice (Section 22-1B). La contribution 
de ces deux systèmes de navette varie de tissu à tissu, ce qui est 
donc aussi le cas du rendement en ATP. De plus, la vitesse à 
laquelle ce proton fuit en retour à travers la membrane interne 
mitochondriale, ce qui n'est pas négligeable, varie selon les condi- 
tions et le type cellulaire. Le rendement ATP/glucose in vivo est 
donc sans doute nettement inférieur aux valeurs de 38 ou 32 
ATP/glucose données ci-dessus. 

Nous verrons dans la Section 22-3 comment l'énergie libre 
issue du transport des électrons est couplée à la synthèse d'ATP, 
une question d'actualité, Nous étudierons d'abord les structures 
des quatre complexes respiratoires afin de comprendre comment 
ils sont impliqués dans le fonctionnement de la chaîne de transport 
des électrons. Cependant, il faut savoir que ce domaine, comme la 
plupart des domaines de la biochimie, fait l'objet de recherches 
intenses et que nous manquons de renseignements pour com- 
prendre en totalité les mécanismes mis en jeu. 


C. Constituants de la chaîne respiratoire 


De nombreuses protéines enfouies dans la membrane interne mito- 
chondriale font partie des quatre complexes respiratoires de la 
chaîne de transport des électrons. Chaque complexe est formé de 
plusieurs constituants protéiques associés à différents groupes 
prosthétiques d'oxydo-réduction dont les potentiels augmentent 
progressivement (Tableau 22-1), Les complexes peuvent se dépla- 
cer latéralement à l'intérieur de la membrane interne mitochon- 
driale ; ils ne semblent pas être agencés en superstructures stables. 
En effet, ils ne sont pas présents en rapports équimoléculaires. 
Dans les paragraphes suivants, nous étudierons leurs structures et 
les molécules qui assurent le transfert d'électrons entre eux. Leurs 
ralatinne ennt réenméac flanc la Eio 99.14 


FIGURE 22-16 Structure par rayons X de la ferrédoxine de Pepto- 
coccus aerogenes. Cette protéine monomérique de 54 résidus contient 
deux centres [4Fe-4S]. Les atomes C, des quatre résidus Cys chacun lié 
au centre [4Fe-4S] sont en vent, les atomes de Fe sont en orange, et les 
atomes de S sont en jaune, [D'après une structure par rayons X obtenue 
par Elinor Adman, Larry Sieker et Lyle Jensen, University of Washing- 
ton. PDBid 1FDX.] 


nence avec quatre atomes de S qui adoptent une disposition plus 
ou moins tétraédrique autour de Fe. Cependant, dans les pro- 
téines fer-soufre de Rieske (d'après John Rieske, qui les a 
découvertes) un des atomes de Fe dans un centre [2Fe-25S] éta- 
blit des liaisons de coordinence avec deux résidus His plutôt 
qu'avec deux résidus Cys. Les formes oxydée et réduite de tous 
les centres fer-soufre ne diffèrent que par une seule charge for- 
melle, quel que soit le nombre d'ions Fe. Ceci parce que les 
atomes de Fe de chaque centre forment un système conjugué et, 
par conséquent, peuvent avoir des états d'oxydation compris 
entre les valeurs +2 et +3 possibles pour des atomes de Fe isolés. 
Par exemple, chacun des deux centres [4Fe-4S] de la protéine 
ferrédoxine (Fig. 22-16) contient un Fe(Il) et trois Fe(III) sous 
forme oxydée et deux Fe(Il) et deux Fe(IIl) sous forme réduite. 
Le potentiel d'oxydo-réduction standard d'un centre fer-soufre 
donné dépend autant de son interaction avec la protéine associée 
que de son état d’oxydation. On trouve également des protéines 
fer-soufre dans les chaînes de transport des électrons photosyn- 
thétiques des plantes et des bactéries (Section 24-2) ; à vrai dire, 
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thétiques sont, sur le plan de l'évolution, les précurseurs des 
chaînes respiratoires (Section 1-5C). 


b. Les coenzymes du Complexe 1 

Le FMN et l'ubiquinone (CoQ), les coenzymes du Com- 
plexe 1, peuvent l'un et l'autre prendre trois états d'oxydation 
différents (Fig. 22-17). Bien que le NADH ne puisse participer 
qu'à un transfer à deux électrons, le FMN et le CoQ sont 
capables d'accepter et de donner soit un, soit deux électrons en 
raison de leurs formes semiquinone stables. Par contre, les 
cytochromes du Complexe I (cf, ci-dessous), auxquels le CoQ 
cède ses électrons, ne peuvent accepter qu'un électron. Le FMN 
et le CoQ constituent donc un canal à électrons entre le NADH 
donneur de deux électrons, et les cytochromes, accepteurs d'un 
électron. 

La queue hydrophobe du CoQ explique sa solubilité dans la 
bicouche lipidique de la membrane inteme mitochondriale. 
Chez les mammifères, cette queue est formée de 10 unités iso- 
prénoïde en CS, d'où sa désignation par Q,,. Chez d'autres 
organismes, le CoQ peut n'avoir que 6 (Q,) ou 8 (Q4) unités 
isoprénoïde. 


c. La structure du Complexe I à basse résolution montre 

une protéine en forme de L 

Faute de structure du Complexe 1 par rayons X, on dispose 
de structures à basse résolution fondées sur la microscopie élec- 
tronique pour le Complexe ! de cœur de bœuf, de Neurospora 
crassa et d'E. coli (Fig. 22-18). Elles montrent toutes une pro- 
téine en forme de L, dont un domaine (le bras du L ) est incor- 
poré dans la membrane interne mitochondriale (la membrane 
plasmique dans le cas d'E. coli) et l'autre se prolonge dans la 
matrice (le cytosol dans le cas d'E. coli, Les complexes 
d'E. coli et de bœuf montrent tous deux une étroiture entre les 
deux domaines, qui abriterait le centre fer-soufre N-2 (Tableau 
22-1) et le site de liaison de l’ubiquinone. 


2. Complexe II (Succinate:Coenzyme Q réductase) 

Le Complexe I, qui contient l'enzyme du cycle de l'acide 
citrique, la succinate déshydrogénase (Section 21-3F) et trois 
autres sous-unités (toutes codées par des gènes nucléaires), 
transfère les électrons du succinate au CoQ. Ce transfert 
implique la participation d'un FAD lié par covalence, d'un centre 
[2Fe-2S], d'un centre [4Fe-4$], d'un centre [3Fe-4S], et d'un 
cytochrome hs (Tableau 22-1), Nous étudierons les structures 
des cytochromes en même temps que celles du Complexe II ci- 
après. 

La variation de potentiel d'oxydo-réduction standard lors du 
transfert des électrons du succinate au CoQ (Fig. 22-9) est insuf- 
fisante pour fournir l'énergie libre nécessaire à la synthèse 
d'ATP, Néanmoins, le Complexe IT est important car il permet à 
ces électrons à potentiel relativement élevé d'entrer dans la 
chaîne de transport des électrons. Deux autres enzymes synthé- 
tisent également et libèrent du CoQH, dans la membrane interne 
mitochondriale, et participent ainsi aux phosphorylations oxyda- 
tives via les Complexes HI et IV. I s’agit de la glycérol-3-phos- 
phate déshydrogénase de la navette du glycérophosphate (Fig. 
22-8) et de l'ETF:ubiquinone réductase, qui intervient dans 
l'oxydation des acides gras (Section 25-2C ; ETF pour « electron 
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a. La quinol-fumarate réductase est homologue au 

Complexe II 

Bien que la structure par rayons X du complexe IT mito- 
chondrial soit inconnue, celle de la quinol-fumarate réductase 
(QFR) d'E. coli, homologue au complexe respiratoire, a été 
déterminée. Chez les organismes anaérobies qui utilisent le 
fumarate comme accepteur final d'électrons, la QFR catalyse la 
même réaction que le Complexe II mais en direction opposée, 
c'est-à-dire qu'elle utilise un quinol pour réduire le fumarate en 
succinale. 

La QFR d'E. coli est un hétérotétramère de 121 kD constitué 
de deux sous-unités hydrosolubles très conservées, une flavopro- 
téine (Fp ; 601 résidus) et une protéine fer-soufre (Ip ; 243 rési- 
dus), ainsi que de deux sous-unités transmembranaires (130 et 118 
résidus) dont la séquence varie d'un organisme à l'autre. La struc- 
ture par rayons X de la QFR complexée à son inhibiteur l'oxaloa- 


FIGURE 22-19 Structure par rayons X de la quinol-fumarate 
réductase (QFR) d'E. coli complexée à son inhibiteur, l'acide oxa- 
loacétique (OAA), La vue est parallèle à la membrane de la cellule 
avec le cytosol (l'équivalent de la matrice mitochondriale) en bas, (a) 
Représentation en ruban où la flavoprotéine (Fp) est en bleu, la pro- 
téine fer-soufre (1p) en rouge et les sous-unités transmembranaires en 
vert nt en vénles T'ÉNAAÀ 6 one roferteure rédas ennt en maglèle che. 
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cétte (Fig. 22-19a), déterminée par Douglas Rees, a la forme de 
la lettre « b », le lobe du bas correspondant à Fp et Ip, et la queue 
aux sous-unités transmembranaires. Le complexe est orienté dans 
la membrane cellulaire de la bactérie de manière à ce que Fp et Ip 
se projettent dans le cytoplasme (l'équivalent de la matrice mito- 
chondriale pour le Complexe 11). Fp fixe à la fois l'oxaloacétate et 
le groupement prosthétique FAD, dont un atome C8a est lié par 
covalence à la protéine sur une chaîne latérale His spécifique, 
comme pour la succinate déshydrogénase (Fig. 21-22). Ip fixe les 
trois centres fer-soufre du complexe et les sous-unités transmem- 


(3Fe-45] 


{4Fe-458] 


OAA 
(b) 


pact, les atomes étant colorés selon le type (C et S en jaune, N et Fe 
en violet, et O en rouge), [Avec la permission de Douglas Rees, Cali- 
fornia Institute of Technology. PDBid 1LOV.] (b) Disposition des 
cofacteurs rédox (OAA en violet, FAD en orange, Fe en rouge, S en 
jaune, et ménaquinone en vert) de la QFR avec indication des dis- 
tunces bord à bord. [Avec la permission de Tomoko Ohnishi, Univer- 
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branaires fixent deux molécules, désignées par Q, et Q,, de 
ménaquinone, 


CH, 
00 (e 
(CH,—CH=C—CH,),H 


[e) 
Ménaquinone 


dont la structure ressemble à celle de l'ubiquinone (celle-ci peut 
remplacer la ménaquinone in vitro). Noter que les parties trans- 
membranaires des QFR de certaines espèces fixent un ou deux 
groupements hème de type b (le Complexe II en fixe un ; Tableau 
22-1). 

Les six cofacteurs rédox de la QFR forment une chaîne quasi 
linéaire de séquence FAD-{2Fe-2S]-[4Fe-4S]-[3Fe-4$]-Q,-Q,, 
(de bas en haut dans la Fig. 22-19b). A l'exception de Q, et Q:, 
ces cofacteurs sont séparés de 7,6 à 11, 9 À, ce qui est courant dans 
la chaîne de transport des électrons (voir ci-dessous). Ainsi, bien 
que le centre [4Fe-4S] ait un potentiel d'oxydo-réduction trop 
négatif (-0,245 V ; Tableau 22-1) pour accepter des électrons du 
succinate dans la réaction succinate Æ fumarate, il est probable 
qu'il participe au des électrons. 

La distance (25,1 A) entre Q, et Q, est trop grande pour que 
les électrons puissent passer entre ces deux centres à vitesse suffi- 
sante au plan physiologique. Rees a donc proposé que, soit le site 
Qù n’est pas catalytique, soit il existe un site de liaison pour un 
troisième cofacteur a mi-distance entre Q, et Q, Cette deuxième 


l His 44 


H,C 
[e) 
FN 
N NH-- e) 
= 
HN; 
His 232 x, 


FIGURE 22-20 Interactions au site actif dans le mécanisme proposé 
pour la réduction du fumarate en succinate catalysée par la QFR. La 
première étape de la réaction est un transfert d’hydrure de l'atome NS de 
la flavine sur la double liaison du fumarate (flèches courbes). Ceci est 
suivi d'un transfert de protons au substrat pour donner le succinate. 
{D'après Iverson, T.M., Luna-Chavez, C., Schrôder, L, Cecchini, G., and 
Reezx DC Curr Onin trurt Rinl A0 481 (00) 1 


hypothèse est confortée par la présence d'une densité électronique 
non identifiée dans une cavité entre les hélices transmembranaires 
et par des expériences de mutagenèse qui indiquent qu'un groupe 
de résidus dans le voisinage de cette cavité est essentiel à l'activité 
enzymatique. 

La structure QFR:oxaloacétate suggère un mécanisme pour la 
réduction du fumarate où un ion hydrure est transféré du NS de 
la flavine à la double liaison du fumarate (Fig. 22-20), suivi du 
transfert d'un proton à partir d’une chaîne latérale voisine. En 
faveur de ce mécanisme, on observe que quatre résidus en 
contact avec l'inhibiteur ou le substrat, à savoir His 232, Arg 
287, Arg 390 et His 355 sont conservés dans toutes les séquences 
de QFR ou de succinate déshydrogénase connues et que la muta- 
tion de n'importe lequel des trois premiers de ces résidus inac- 
tive ces enzymes. 

Bien qu'on puisse penser que la QFR et le Complexe II ont des 
structures semblables, des organismes comme E£. coli, dont le 
métabolisme est aussi bien aérobie qu'anaérobie, utilisent ces deux 
complexes dans ces deux conditions différentes. La raison en serait 
que, en aérobiose, la QFR produit 25 fois plus d'ions superoxyde 
que le Complexe II d'E. coli, et produit du H,0,, ce que ne fait pas 
le Complexe II. Ces espèces réactionnelles de l'oxygène (ROS) 
sont hautement dommageables, La comparaison des structures par 
rayons X de la QFR et de celle du Complexe II d'E. coli, déter- 
minées par So Iwata, montre en fait que la distribution des élec- 
trons autour de leurs centres rédox favorise les réactions secon- 
daires, génératrices de ROS, de O, avec le noyau flavinique de la 
QFR par rapport à celui du Complexe IL. Ceci suggère que diverses 
conséquences pathologiques de mutations des gènes codant le 
Complexe II chez les eucaryotes, telles que développement de 
tumeurs, troubles neurologiques, vieillissement prématuré, résulte- 
raient de la production de ROS. 


3. Complexe III (Coenzyme Q :cytochrome c réductase ou 
Complexe du cytochrome bc) 
Le Complexe III transfère les électrons du CoQ réduit au cyto- 
chrome c. I contient quatre cofacteurs rédox : deux hèmes de type 
b, un hème de type c, et un centre [2Fe-2S] (Tableau 22-1). 


a. Les cytochromes sont des hémoprotéines qui 
transportent des électrons 

Les cytochromes, dont le rôle fut élucidé en 1925 par David 
Keilin, sont des protéines rédox que l’on trouve chez tous les orga- 
nismes sauf quelques anaérobies obligatoires. Ces protéines 
contiennent des noyaux (ou groupements) hème dont l'état d'oxy- 
dation alterne entre Fe(Il) et Fe(III) au cours du transfert d'élec- 
trons. 

Les noyaux hème des cytochromes réduits [Fe(Il)} ont des 
spectres caractéristiques dans le visible avec trois pics d'absorp- 
tion : les bandes @&, B et y ( bande de Soret) (Fig. 22-21a). La 
longueur d'onde de la bande &, qui varie selon le cytochrome 
(elle est absente si les cytochromes sont oxydés), est utile pour 
distinguer les différents cytochromes. C'est ainsi que le spectre 
de membranes mitochondriales (Fig. 22-21b) indique qu'elles 
contiennent trois espèces de cytochromes, les cytochromes a, b 
et c. 

Dans chaque groupe de cytochromes, de légères différences 
des pics d'absorption des bandes & permettent de distinguer des 
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FIGURE 22-21 Spectre d'absorption de cytochromes dans le visible, 
(a) Spectre d'absorption du cytochrome c réduit montrant ses bandes 
d'absorption a, B, et y (Soret) caractéristiques. Les maxima d'absorption 
des cytochromes a, b, e, et c, sont donnés. (b) Les trois bandes ct sépa- 
rées dans le spectre d'absorption dans le visible de membranes mitochon- 
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driales de cœur de bœuf (er bas) indiquent la présence des cytochromes 
a, b, et c. Le spectre du cytochrome c punifié (en haut) est donné comme 
référence. [D'après Nicholls, D.G. and Ferguson, S.J., Bioenergetics 3, 
p. 9%6, Academic Press (1992).} 


(a) CH; 
(a -tCis—CHmC— CHE : 
Lys 
HO—CH CH, CH,=CH CH, CH—CH,y CH, ! 
| 
H,C CH=CH;  H,C CH—CH;, 
H;C CH; H,C CH; 
(Be (Be (He TH 
RE a 
Cco0” coo” CO0" co0 
Hème a Hème b Hème c 
(fer-protoporphyrine IX) 
FIGURE 22-22 Noyaux porphyrine de cytochromes, (a) Structures chimiques et (b) ligands axiaux sd "| CHy 
des noyaux hème des cytochromes a, b, et c. — cf = 
N—® —N 
HN__# | Ÿ__NH 
plexe III contient deux types de cytochrome b ; l’un avec un maxi- His His 
mum d'absorption à 562 nm est appelé b, où by (pour haut Hèmes a et b 
potentiel ; anciennement appelé b,), l'autre avec un maximum à 
566 nm appelé b,,, ou b, (pour bas [low] potentiel ; anciennement | | 
appelé by). H,C sg CHe 
Chaque type de cytochrome contient un noyau porphyrine sub- Lee 
stitué différemment (Fig. 22-224) en coordinence avec l'atome de H "4 Ÿ__ NH 


Fe rédox. Les cytochromes de type b contiennent la protopor- 


DEL SUR EN RER CCE JE ER ON CREER PU € ER RENTE | 


816 Chapitre 22, Transport des électrons et phosphorylations oxydatives 


(a) 


FIGURE 22-25 Structure par rayons X de la cytochrome « oxydase de cœur de 
bœuf complètement oxydée. (a) Vue parallèle à la membrane avec la matrice en bas. 


L'axe d'ordre 2 du complexe homodimérique est vertical, Chacune de ses 13 sous-uni- 


tés distinctes est représentée par un tracé C,, dont la couleur correspond à son nom. 
(b) Vue du complexe à partir du huut de la Partie a dans le sens de son axe d'ordre 2. 
Noter le peu de contacts entre les protomères formant le complexe dimérique. (c) Un 
protomère vu comme dans la Partie 4 montrant les positions des centres rédox du 
complexe. La surface de la protéine est représentée par une cage avec sa partie trans- 
membranaire hydrophobe en jaune et ses parties hydrophiles faisant protrusion dans 
l'espace intermembranaire (en haur) et la matrice (en bas) en bleu-vert. L'hème a (à 
gauche) et l'hème a, (à droite) sont en rouge, les ions Cu sont des sphères vertes, et 
les chaînes latérales des acides aminés qui fixent les ions métalliques sont en vert ou 
en gris. Le Complexe IV possède trois ions métalliques supplémentaires dont la fonc- 
tion serait non pas catalytique mais structurale : un ion M£g°* (sphère orange) fixé par 
une molécule d'eau (sphère bleue), un ion Zn°* (sphère rouge) fixé par coordinence 
tétraédrique à quatre chaînes latérales Cys, et un ion Na” où Ca* (non montré) près 
de l'espace inmtermembranare. [Avec la permission de Shinya Yoshikawa, Himeji Insti- 
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FIGURE 22-26 Les centres rédox dans la structure par rayons X de 
la cytochrome € oxydase de cœur de bœuf, Les ions Fe et Cu sont 
représentés par des sphères en orange et en bleu-vert. Les groupements 
hème et protéiques qui les fixent (à partir de la sous-unité [1 pour le 
centre Cu, et de la sous-unité 1 pour les autres) sont représentés en 
bâtonnets colorés selon le type d'atome ( C des hème en magenta, C pro- 
téiques en vent, N en bleu, O en rouge et S en jaune). Le groupement 
peroxy qui relie les ions Fe de Cu, et de l'hème a, est en modèle éclaté 
en rouge. Les liaisons de coordination sont représentées par des lignes 
blanches. Noter que les chaines latérales de His 240 et de Tyr 244 sont 
unies par une liaison covalente (er bas à droite). [D'après une structure 
par rayons X établie par Shinya Yoshikawa, Himeji Institute of Techno- 
logy. Hyogo, Japon. PDBid 20CC.] 


deux groupements hème est de 4 À, et celle entre leurs atomes de 
Fe est de 13,2 À 

En plus de ses deux hélices transmembranaires, la sous-unité I 
possède sur sa face extèrme un domaine globulaire qui fixe le 
centre Cu, et est constitué essentiellement d'un tonneau B à 10 
segments. Le centre Cu, est situé à -8 À au dessus de la surface 
de la membrane externe. Bien qu'on ait pensé pendant longtemps 
que le centre Cu, ne contient qu'un atome Cu, les structures par 
rayons X de la COX montrent clairement qu'il en contient deux 
(Fig. 22-26). Ceux-ci sont reliés à deux atomes S de Cys et éta- 
blissent chacun deux liaisons protéiques supplémentaires pour se 
disposer comme dans un centre [2Fe-2S] (Fig. 22-15h) où 2,4 À 
séparent les deux atomes Cu, D'après des mesures spectrosco- 
piques, les deux atomes Cu sont à l'état Cu(f) dans la forme réduite 
du centre Cu,, alors que dans sa forme complètement oxydée 


l'électron nouvellement acquis semble délocalisé entre les deux 
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b. Acquisition d'électrons et de protons 

On pense que le site de liaison du cytochrome c de la COX est 
situé dans un coin formé par le domaine globulaire de la sous-unité 
IT et la face externe de la sous-unité I, car cette région est proche 
du site Cu, et elle contient 10 chaînes latérales acides qui pour- 
raient interagir avec l'anneau de chaînes latérales Lys qui entou- 
rent la crevasse de l'hème du cytochrome c (Fig. 22-24), De fait, 
le marquage différentiel des groupements carboxyliques de la 
cytochrome c oxydase en présence ou en absence du cytochrome 
c a montré que celui-ci protège les résidus conservés Asp 112, Glu 
114 et Glu 198 (numérotés comme dans l’enzyme bovine) de la 
sous-unité IL Glu 198 est localisé entre les deux résidus Cys de la 
sous-unité II qui fixent Cu, (Fig. 22-26). Cette observation vient 
étayer les données spectroscopiques qui placent le site de liaison 
du cytochrome c sur la sous-unité II à proximité de Cu, Des réac- 
tions de pontage ont de plus montré que la surface du cytochrome 
c opposée au site de transfert des électrons interagit avec la sous- 
unité III, suggérant que celle-ci participe à la liaison du cyto- 
chrome c. 

La spectroscopie résolue en temps montre qu'un électron 
fourni par le cytochrome c est d'abord acquis par le centre Cu, 
puis transféré à l’hème a plutôt qu'à l'hème a;, probablement 

parce que la distance Cu, - : + hème a la plus courte (11,7 À) 
est inférieure à la distance Cu, : : - hème a, la plus courte (14,7 
À). L'électron est ensuite transféré rapidement au centre binucléé 
hème a,-Cu, où il participe à la réduction en H,0 de l'O, fixé. 
Noter que le cinquième ligand de l’hème a, His 378, n'est séparé 
du cinquième ligand de l'hème a,, His 376, que par un résidu. 
La distance à parcourir par l’électron entre l’hème a et l'hème 
a, via les liaisons chimiques est donc relativement courte, De 
plus, n plus petite distance entre les deux groupements hème est 
de 4 

La COX doit trouver du côté interne quatre protons scalaires, 
dits aussi protons chimiques, pour chaque molécule d'O, qu'elle 
réduit en H,0. Ce processus à 4 électrons est couplé au transport, 
de l'intérieur vers l'extérieur, de protons pompés (jusqu'à quatre), 
dits aussi protons vectoriels, ce qui contribue au gradient de pro- 
tons qui assure la synthèse d'ATP (section 22-2C), Noter que pour 
chaque cycle enzymatique, 

SH eu + 4cyt c2* + O, > 4cyt c* + 2H,0 + 4H is 


huit charges positives au total sont transportées à travers la mem- 
brane et contribuent ainsi à son potentiel de membrane. 


c. Séquence réactionnelle de la réduction de O, par la 
cytochrome c oxydase 

La réduction de O, en 2 H,0 par la cytochrome « oxydase se 
fait sur le complexe binucléé cytochrome a;-Cu, (Fig. 22-26). En 
effet, un modèle synthétique de ce complexe binucléé (Fig. 22-27) 
réalisé par James Collman, catalyse efficacement la réduction de 
O, en 2 H,0 lorsqu'il est associé à une électrode. 

La réduction de O, catalysée par la COX exige, comme nous 
le verrons, l'arrivée quasi simultanée de quatre électrons. Cepen- 
dant, le complexe binucléé complètement réduit cytochrome ai*- 
Cuÿ!* ne peut en fournir facilement que trois à l'O, qui lui est fixé, 
en atteignant son état d'oxydation complète a,*-Cug: [le cyto- 
chrome a; adopte transitoirement son état d'oxydation Fe(IV) ou 
ferry! lors de la réduction de l'O, ; voir ci-dessous]. D'où le qua- 
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FIGURE 22-27 Modèle synthétique du complexe binucléé cytochrome 
aÿ-Cu,, Lorsqu'elle est associée à une électrode cette structure réduit 
efficacement O, en H,0, Le groupement pyridine qui fixe axialement 
l'ion Fe (er bas) peut être remplacé par un groupement imidazole. 


Les structures par rayons X de la COX bovine et de Para- 
coccus montrent bien que le ligand His 240 (numérotation 
bovine) de Cu, est uni par liaison covalente à la chaîne laté- 
rale de la Tyr 244 conservée (Fig. 22-26, en bas à droite). 
Ceci amène le groupement OH phénolique de Tyr 244 tout 
près de l'O, fixé à l'hème a, de sorte que Tyr 244 peut four- 
nir le quatrième électron en formant transitoirement un radi- 
cal tyrosyl (TyrO:). En fait, ajouter du peroxyde à l'enzyme 
en conditions basales produit un radical tyrosyl, alors que 
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muter Tyr 244 en Phe inactive l'enzyme. De plus, des radi- 
caux tyrosyl ont été impliqués dans plusieurs processus rédox 
enzymatiques, y compris la production d'O, à partir d'H,O 
lors de la photosynthèse (en un sens, l'inverse de la réaction 
catalysée par la COX ; Section 24-2C), ainsi que dans la réac- 
tion catalysée par la ribonucléotide réductase (qui convertit 
les NDP en dNDP : Section 28-3A). Le groupement OH phé- 
nolique de Tyr 244 est à distance adéquate de l'O, lié à la 
COX pour s'y fixer par liaison hydrogène et se qualifie donc 
comme donneur de H* lors de la scission de la liaison O- 
O. On s'attend à ce que la formation du pontage covalent 
abaisse le potentiel de réduction et le pX de Tyr 244, ce qui 
facilite la formation du radical et le don de proton (si le com- 
plexe binucléé synthétique de la Fig. 22-27 peut fonctionner 
sans radical tyrosyl, c'est sans doute parce que l'électrode 
associée peut lui fournir des électrons beaucoup plus vite que 
le cytochrome c les fournit à la COX). 

La séquence réactionnelle de la COX, élucidée essentiellement 
par Marten Wikstrôm et Gerald Babcock à l'aide de techniques 
spectroscopiques, fait intervenir quatre transferts à un électron 
consécutifs depuis les sites du Cu, et du cytochrome a et se 
déroule ainsi (Fig. 20-28) : 


1. & 2. Le complexe binucléé oxydé [Fe(II1),;-OH° Cu(Il),] 
est réduit par deux transferts à un électron consécutifs depuis le 

cytochrome c via le cytochrome a et Cu,, pour prendre la forme 
[Fe(1l),;Cu(T),]. Au cours de ce processus, un proton est acquis à 
partir de la matrice et une H,0 est libérée. Tyr 244 (Y-OH) est à 
l'état phénolique. 

3. O, se lie à ce complexe binucléé réduit de sorte à ponter son 
atome Fe(Il),,. 11 se fixe à l'hème selon une configuration sem- 
blable à celle qu'il adopte dans l'oxymyoglobine (Fig. 10-12). 


4. Une redistribution interne des électrons conduit rapidement 
au complexe oxyferryl [Fe(IV}-07- HOT — Cu(ll)] où Tyr 244 a 
cédé un électron et un proton au complexe pour adopter son état 
radicalaire neutre (Y—O-). On l'appelle composé P car on pensait, 


FIGURE 22-28 Séquence des réactions proposées pour 
la réduction de O, par le complexe binucléé cyto- 
chrome a,-Cu, de la cytochrome c oxydase. Les étapes 
numérotées sont expliquées dans le texte. L'ensemble de La 
réaction est extrêmement rapide ; elle nécessite —1 ms à la 
température de la pièce, [Modifié d'après Babcock, GT, 
Prne Natl ArnAÂ Cri OK 1071 11000: ! 
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sur base d'études spectroscopiques, qu'il s'agissait d'un complexe 
peroxy. On sait maintenant que la réaction n'implique pas de com- 
posé peroxy. Le complexe peroxy de la Fig. 22-26 est un état (de 
« valence mixte ») réduit de l'enzyme à deux électrons qui ne peut 
réduire l'O, au delà de sa forme peroxy. 


5. Un troisième transfert à un électron à partir du cytochrome 
c associé à l'acquisition de deux protons ramène Tyr 244 à son état 
phénolique, ce qui donne le composé F (pour ferryl) et libère une 
H,0. 

6. Un quatrième et dernier transfert à un électron associé à une 
acquisition de proton donne le complexe oxydé [Fe(H),,-OH° 
Cu(Il)4], ce qui boucle le cycle. 


Il faut noter que la réaction de la COX se déroule sans que les 
intermédiaires destructeurs de l'oxygène partiellement réduit ne 
quittent le site actif. Les endroits du cycle catalytique proposé où 
les protons sont pompés de la matrice (ou cytoplasme bactérien) 
vers l'espace intermembranaire (ou périplasmique) sont mention- 
nés dans la Section 22-3B. Garder cependant à l'esprit que certains 
aspects de ce cycle sont incertains ou controversés et sont donc 
toujours à l'étude. 


3 MB LES PHOSPHORYLATIONS 
OXYDATIVES 


La synthèse endergonique d'ATP à partir d'ADP et de P, dans les 
mitochondries, catalysée comme nous le verrons par l'ATP syn- 
thase-pompe à protons (Complexe V), est couplée au transport 
d'électrons. Cependant, le Complexe V étant physiquement dis- 
tinct des protéines qui assurent le transfert d'électrons (Complexes 
1-IV), l'énergie libre libérée par le transfert d'électrons doit être 
mise en réserve sous une forme utilisable par l'ATP synthase. 
Cette conservation de l'énergie est appelée couplage énergétique 
ou transduction d'énergie. 

La caractérisation physique du couplage énergétique s'est révé- 
lée particulièrement difficile ; de nombreuses hypothèses sensées 
et souvent ingénieuses n'ont pas résisté aux vérifications expéri- 
mentales. Dans cette section, nous commencerons par passer en 
revue certaines des hypothèses formulées pour expliquer le cou- 
plage entre le transfert d'électrons et la synthèse d'ATP, Puis nous 
étudierons le mécanisme de couplage qui a recueilli le plus de 
preuves expérimentales, nous analyserons le mécanisme de la syn- 
thèse d'ATP par l'ATP synthase, et finalement nous verrons com- 
ment le transfert d'électrons et la synthèse de l'ATP peuvent être 
découplés. 


A. Hypothèses sur le couplage énergétique 


Durant les 60 années et plus au cours desquelles le transport des 
électrons et les phosphorylations oxydatives ont été étudiés, de 
nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer comment 
ces processus sont couplés. Dans les paragraphes suivants, nous 
parlerons des mécanismes qui ont donné lieu aux études expéri- 
mentales les plus importantes : 


1. Hypothèse du couplage chimique. En 1953, Edward 


Slater formula l'hypothèse du couplage chimique, selon 
laquelle le transfert d'électrons permettrait la formation d'inter- 
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phosphorylations oxydatives. Nous avons déjà rencontré de tels 
mécanismes qui assurent la synthèse d'ATP par exemple dans la 
glycolyse (Sections 17-2F et G). Ainsi, l'oxydation exergonique 
du glycéraldéhyde-3-phosphate par le NAD* conduit à la forma- 
tion de 1,3-bisphosphoglycérate, un acyl phosphate « riche en 
énergie », dont le groupement phosphoryle est transféré à l'ADP 
pour donner de l'ATP dans la réaction catalysée par la phos- 
phoglycérate kinase. En ce qui concerne les phosphorylations 
oxydatives, un tel mécanisme a fini par être abandonné, car en 
dépit d'intenses recherches faites dans de nombreux laboratoires 
pendant plusieurs années, aucun intermédiaire approprié n'a pu 
être identifié. 

2. Hypothèse du couplage conformationnel, Selon l’hypo- 
thèse du couplage conformationnel, formulée par Paul Boyer en 
1964, le transfert d'électrons induit certaines protéines de la mem- 
brane interne mitochondriale à prendre des conformations « acti- 
vées » ou « énergisées ». Ces protéines étant associées à l'ATP 
synthase, elles assureraient la synthèse de l'ATP en revenant à leur 
conformation originale. Comme l'hypothèse précédente, celle-ci 
n'a pu être vérifiée expérimentalement. Cependant, un couplage 
conformationnel différent semble impliqué dans la synthèse de 
l'ATP (Section 22-3C). 

3. Hypothèse chimiosmotique. L'hypothèse chimiosmo- 
tique proposée par Peter Mitchell en 1961 a provoqué une 
controverse sans précédent ainsi que des recherches intenses, et 
est actuellement le modèle le plus en accord avec les faits expé- 
rimentaux. Selon cette hypothèse, l'énergie libre du transfert 
d'électrons est utilisée pour faire passer des protons de la 
matrice mitochondriale dans l'espace intermembranaire, entrai- 
nant la formation d'un gradient électrochimique du proton à tra- 
vers la membrane interne mitochondriale. Le potentiel électro- 
chimique de ce gradient est utilisé pour synthétiser l'ATP (Fig. 
22-29). 


Plusieurs résultats importants s'expliquent par l'hypothèse chi- 
miosmotique : 


(a) Les phosphorylations oxydatives nécessitent une mem- 
brane interne mitochondriale intacte, 

(b) La membrane interne mitochondriale est imperméable aux 
ions tels que H°, OH”, K* et CT, dont la libre diffusion annulerait 
le gradient électrochimique. 

(c) Le transfert d'électrons s'accompagne d'une sortie de 
protons de mitochondries intactes, créant ainsi un gradient élec- 
trochimique mesurable à travers la membrane interne mitochon- 
driale. 


(d) Des composés qui augmentent la perméabilité de la mem- 
brane interne mitochondriale aux protons, dissipant ainsi le gra- 
dient électrochimique, n'entravent en rien le transfert d'électrons 
(dû à l'oxydation du NADH ou du succinate) mais inhibent la syn- 
thèse d'ATP ; il y a ce qu'on appelle découplage entre le transfert 
d'électrons et les phosphorylations oxydatives. Inversement, l'aug- 
mentation de l'acidité à l'extérieur de la membrane interne mito- 
chondriale stimule la synthèse d'ATP. 

Dans le reste de cette section, nous étudierons comment le trans- 
fert d'électrons peut créer une translocation de protons et comment 
un gradient électrochimique peut interagir avec l'ATP synthase 
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FIGURE 22-29 Couplage entre le transport des électrons (flèche 
verte) et la synthèse d'ATP. H° est exclu de la mitochondrie par les 
Complexes I, II et TV de la chaîne de transport des électrons (flèches 
bleues), ce qui génère un gradient électrochimique à travers la membrane 


B. Formation d’un gradient de protons 


Comme nous le verrons, le transfert d'électrons amène les Com- 
plexes I, III, et IV à transporter des protons à travers la mem- 
brane interne mitochondriale depuis la matrice, compartiment de 
faible [H*] et de potentiel électrique négatif, à l'espace inter- 
membranaire (en contact avec le cytosol), où règnent une 
[H*Jélevée et un potentiel électrique positif (Fig. 22-14). L'éner- 
gie libre emmagasinée sous forme du gradient électrochimique 
résultant [qui, par analogie avec le terme de force électromotrice 
(fem), est appelée la force protomotrice (pmf)] assure la syn- 
thèse de l'ATP. 


a. La sortie de protons est un processus endergonique 
La variation d'énergie libre qui accompagne la sortie d'un pro- 
ton de la mitochondrie contre un gradient électrochimique s'ex- 
prime par l'Ég. [20.3] qui, en fonction du pH, devient : 
AG = 2,3RT [pH(int.) — pH(ext.)] + ZFAY [22.1] 
où Z est la charge d’un proton (y compris le signe), F la constante 
de Faraday, et AY le potentiel de membrane. Par convention, AY 
est positif si un ion positif est transporté d’un compartiment néga- 
tif à un compartiment positif. Puisque le pH(ext.) est inférieur au 
pH(inr.), la sortie de protons de la matrice mitochondriale (contre 
le gradient de protons) est un processus endergonique. De plus, le 
transport de protons hors de la matrice rend le côté interne de la 
membrane interne mitochondriale plus négatif que son côté 
externe. Le transport vers l'extérieur d'un ion positif s'accom- 
pagne donc d'une AŸ positive, d’où une augmentation en énergie 
libre (processus endergonique), tandis que le transport vers l'exté- 
rieur d'un ion négatif donne le résultat opposé, Il faut toujours pré- 
ciser la polarité de la membrane quand on définit un potentiel de 
membrane. 
Le potentiel de membrane mesuré à travers la membrane 
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interne mitochondriale, Le retour exergonique de ces protons vers la 
matrice fournit l'énergie pour la synthèse de l'ATP (flèches rouges). 
Noter que la membrane externe mitochondriale est perméable aux petites 
molécules et aux ions, y compris H*. 


de -210 000 V : cm”! à travers son épaisseur de -80 À). Le pH de 
sa matrice est de 0,75 unités de pH supérieur à celui de son espace 
intermembranaire. Le AG pour le transport d'un proton hors de la 
matrice mitochondriale est donc de 21,5 kJ : mol°!. 


b. Le transport d'environ trois protons est nécessaire à la 

synthèse d’un ATP 

L'énergie libre physiologique nécessaire à la synthèse d'une 
molécule d'ATP est de l’ordre de +40 à +50 kJ : mol°!, donc trop 
importante pour être fournie par le retour d'un seul proton dans la 
matrice mitochondriale ; il faut au moins deux protons. Il est dif- 
ficile de mesurer ce nombre avec précision, en particulier parce 
que les protons transportés ont tendance à retourner d'où ils vien- 
nent en s'infiltrant à travers la membrane interne mitochondriale. 
Cependant, on estime en général qu'il faut une rentrée de trois 
protons pour la synthèse d'un ATP. 


c. Deux mécanismes de transport de protons ont été 

proposés 

Trois des quatre complexes de transport des électrons, les 
Complexes I, I et IV, sont impliqués dans la translocation de pro- 
tons. Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le cou- 
plage entre l'énergie libre du transfert d'électrons et le transport 
actif de protons : le mécanisme des boucles d’oxydo-réduction 
et le mécanisme de pompe à protons. 


d. Mécanisme des boucles d’oxydo-réduction 

Selon ce mécanisme proposé par Mitchell, la disposition dans 
la membrane des centres rédox de la chaîne respiratoire (FMN, 
CoQ, cytochromes et centres fer-soufre) est telle que la réduction 
nécessite qu'un centre rédox accepte simultanément un e” et un H* 
depuis le côté matrice de la membrane interne mitochondriale. La 
réoxydation de ce centre rédox par le centre suivant implique la 
libération de H* sur le côté cytosolique de la membrane associée 
au retour des électrons vers le côté matrice (Fig. 22-30). Le flux 
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FIGURE 22-30 Mécanisme des boucles d'oxydo-réduction pour la 
translocation de H° liée au transport des électrons. AH, représente des 
transporteurs de (H° + e°) comme FMNH, et CoQH,, tandis que B repré- 
sente des transporteurs exclusifs d'e comme les centres fer-soufre et les 
cytochromes, Ces composants sont disposés de telle sorte que le transfert 
d'électrons doit être accompagné de la translocation de H°. 


d'une translocation nette de protons et de la création d'un gradient 
électrochimique (AY et ApH). 

Ce mécanisme implique que le premier transporteur rédox ait 
plus d'atomes d'hydrogène sous sa forme réduite que sous sa 
forme oxydée et que le deuxième transporteur rédox ait le même 
nombre d'atomes d'hydrogène quel que soit son état. Cette condi- 
tion est-elle remplie dans la chaîne de transport des électrons ? 
Certains transporteurs rédox, FMN et CoQ, ont en fait plus 
d'atomes d'hydrogène sous forme réduite que sous forme oxydée 
et sont par conséquent aussi bien des transporteurs de protons que 
des transporteurs d'électrons. Dans la mesure où ces centres alter- 
neraient dans la membrane avec des transporteurs exclusifs d'élec- 
trons (les cytochromes et les centres fer-soufre), un tel mécanisme 
serait plausible. 

La principale difficulté du mécanisme des boucles d'oxydo- 
réduction vient de ce qu'il n'y a pas assez de transporteurs de 
(H* + e°) pouvant alterner avec des transporteurs d'e” purs. Alors 
que l'on trouve jusqu'à 15 transporteurs d'e” (jusqu'à 8 protéines 
fer-soufre, 5 cytochromes et deux centres Cu), on ne connaît que 
deux transporteurs de (H* + e°). Le fait qu'il y ait 3 complexes 
avec des différences de potentiel d'oxydo-réduction standard suf- 
fisamment importantes pour fournir assez d'énergie libre pour la 
synthèse d'ATP suggère la nécessité d'au moins 3 sites rédox de 
translocation de protons. Cependant, comme nous le verrons, il 
existe en fait 3 sites de translocation de protons, mais seulement 2 
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d'oxydo-réduction et le mécanisme de pompe à protons (étudié ci- 
dessous) sont tous deux utilisés. 


e. Le Complexe III pompe des protons via le cycle Q, un 
type de boucle d’oxydo-réduction 

Mitchell a proposé que la fonction du Complexe III est de per- 
mettre à une molécule de CoQH,, le transporteur à deux électrons, 
de réduire séquentiellement 2 molécules de cytochrome c, un 
transporteur à un électron, tout en transportant 4 protons. Ceci met 
en jeu un mécanisme modifié de boucle d’oxydo-réduction impli- 
quant une bifurcation remarquable du flux d'électrons du CoQH, 
au cytochrome c, et au cytochrome b. C'est via ce cycle Q que le 
Complexe III pompe des protons de la matrice vers l'espace inter- 
membranaire. 

La clé du cycle Q est que CoQH, fait l'objet d'une réoxy- 
dation en deux cycles, avec la formation de la semiquinone, 
CoQ, comme intermédiaire stable. Ceci implique deux sites de 
liaison du coenzyme Q indépendants : Q,, qui fixe CoQH, et est 
situé entre l'ISP et l'hème b, près de l'espace intermembranaire 
(Fig. 22-23) ; et Q,, qui fixe CoQ: et CoQ et est situé près de 
l'hème b,, à proximité de la matrice. Au cours du premier cycle 
(Fig. 22-31a), CoQH,, qui est fourni par les Complexes I ou Il 
du côté matrice de la membrane interne mitochondriale (1), dif- 
fuse à travers la membrane vers son côté cytoplasmique où il se 
lie au site Q, (2). Là, il transfère un de ses électrons à l'ISP (3), 
tout en libérant ses deux protons dans l'espace intermembranaire 
et en fournissant CoQ:. L'ISP réduit alors le cytochrome c:, 
tandis que le CoQ° transfère l'électron qui lui reste à l’hème b, 
(4), pour donner le CoQ pleinement oxydé. L'hème b, réduit 
alors l’hème b,, (6). Le CoQ de l'étape 4 est libéré du site Q, 
et retraverse la membrane par diffusion pour se refixer au site 
Q, (5), où il capte l'électron de l'hème b,, (7) pour reprendre la 
forme semiquinone CoQ:. Pour ce premier cycle, la réaction est 
donc : 


CoQH, + cytochrome c(Fe*) 
CoQ+ cytochrome c,(Fe}*) + 2H*{(extérieur) 


Au cours du second cycle (Fig. 22-31b), un autre CoQH, 
repasse par les étapes 1 à 6: un électron réduit l'ISP puis le 
cytochrome c,, et l'autre réduit successivement l'hème b, et 
l'hème b,, Ce second électron réduit alors le CoQ: au site Q, 
produit au cours du premier cycle (8), ce qui donne CoQH,. Les 
protons captés lors de cette dernière étape proviennent de la 
matrice mitochondriale. Pour ce deuxième cycle, la réaction est 
donc : 


CoQH, + CoQ: + cytochrome c,(Fe**) + 2H*{marrice) 
— CoQ + CoQH, + cytochrome c,(Fe%*) + 2H*(extérieur) 


Pour deux CoQH, entrant dans le cycle Q, un CoQH, est régé- 
néré. La combinaison des deux cycles, où deux électrons sont 
transférés du CoQH, au cytochrome c,, donne la réaction globale 
suivante : 


CoQH, + 2 cytochrome c(Fe*) + 2H* (matrice) 
— CoQ + 2cytochrome (Fe?) + 4H* (extérieur) 


Des études du Complexe IT par rayons X offrent des preuves 
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base de Schiff. Le rétinal déprotoné se redresse et, ce faisant, il se 
déplace vers le haut (vers l’intérieur) de 0,7 à 1,0 À. Il repousse 
ainsi l’hélice F, dont l'extrémité interne (cytoplasmique) se penche 
de -3,5 À vers l'extérieur du canal et qui est en partie remplacée 
par l'hélice G, 

3. Le mouvement de l'hélice F ouvre le canal central du côté 
interne de la membrane, laissant entrer plusieurs molécules d'eau 
qui, via des liaisons hydrogène, forment une chaîne entre Asp 96 
et la base de Schiff. Une de ces molécules d'eau établit une liai- 
son hydrogène avec Asp 96, dont le pK est ainsi abaissé. Ceci per- 
met à Asp 96 de protoner la base de Schiff par l'intermédiaire de 
la chaîne de molécules d'eau, pour aboutir à l'état N. 

4. Asp 96 est reprotoné par la solution cytoplasmique. 
Puisque les boucles qui forment la face interne de la bactério- 
rhodopsine portent de nombreux résidus chargés, elles pourraient 
agir comme des « antennes » pour capter des protons dans le 
milieu cytoplasmique alcalin. Asp 85 transfère son proton au 
milieu extracellulaire via un réseau de liaisons hydrogène qui 
comprend plusieurs molécules d'eau liées. Ce processus est faci- 
lité par un déplacement préalable de 1,6 À de la chaîne latérale 
de Arg 82 vers un complexe de résidus qui comprend Glu 194 
et Glu 204, ce qui réduit le pK de ce complexe. Le rétinal se 
relâche alors, via l'état O, pour reprendre sa forme originale tout- 
trans, et les hélices F et G reprennent leur position de départ 
pour rendre à la protéine son état de repos et boucler le cycle 
catalytique. 


Le rétinal, qui occupe le centre du canal protéique, agit donc 
comme une soupape à protons unidirectionnelle. La nature vecto- 
rielle de ce processus résulte de la série unidirectionnelle de modi- 
fications conformationnelles subies par le rétinal photoexcité lors- 
qu'il se relâche vers son état de repos. Les mouvements principaux 
de la protéine lors du pompage des protons sont remarquablement 
discrets, puisque les groupements qui se déplacent ne le font que 
de -1 À ou moins en réponse à la flexion du rétinal induite par la 
lumière. Néanmoins, ces mouvements modifient le pK de plusieurs 
résidus, ce qui facilite le transfert des protons ainsi que la mise en 
place et la disparition de réseaux, fondés sur des liaisons hydro- 
gène, de groupements protéiques et de molécules d'eau, dans la 
séquence appropriée pour le transport d'un proton. La COX utili- 
serait un mécanisme semblable, mais ses modifications conforma- 
tionnelles résulteraient de réactions rédox plutôt que de la pho- 
toexcitation. 


il, La COX possède deux canaux transporteurs de protons 
Deux canaux susceptibles de transporter des protons de l’inté- 
rieur vers le voisinage du centre réducteur d'O, ont été décrits 
dans la COX bovine et dans celle de Paracoccus (Fig. 22-35), 
Ces canaux, tous deux situés dans la sous-unité 1, sont appelés 
canaux K et D, d'après leurs résidus clés respectifs (K319 et D91 
selon la numérotation bovine utilisée ci-dessous). Ces canaux 
présumés ressemblent à ceux de la bactériorhodopsine dans la 
mesure où ils sont constitués de chaînes de groupements pro- 
téiques unis par liaisons hydrogène, de molécules d'eau liées et 
de cavités remplies d'eau. 

Le canal K va de K319, qui fait face à l'intérieur, à Y244, 
le substrat présumé donneur d'électrons et de protons dans la 
réaction conduisant à l'état Lx (étape 4 dans la Fig. 22-28). Le 


FIGURE 22-35 Canaux de la translocation de protons dans la COX 
bovine. L'enzyme est vue parallèlement à la membrane, avec la matrice 
en dessous. Les quatre rectangles délimitent les voies proposées pour 
l'entrée et la sortie des protons. Les cercles simples et doubles représen- 
tent respectivement des molécules d'eau observées dans les structures par 
rayons X ou dont La présence est postulée sur base d'études théoriques. 
{D'après un dessin par Märten Wikstrôm, University of Helsinki, Hel- 
sinki, Finlande.] 


celle du type non muté), laquelle n'est pas augmentée par un 
apport extérieur de protons supplémentaires. Il semble donc que 
le canal K ne soit pas connecté au canal de sortie présumé (Fig. 
22-35) conduisant à l'extérieur. Dès lors, la fonction du canal K 
se limiterait à fournir des protons chimiques au centre réducteur 
d'O.. 

L'entrée du canal D se trouve dans une région de la surface de 
la protéine qiu agirait comme une antenne capteuse de protons. La 
mutation de D91 en tout résidu sans carboxylate élimine la capa- 
cité de pompage des protons, mais ne réduit la vitesse de réduction 
d'O, qu'à 45 % de celle du type non muté (chez E. coli). De toute 
évidence, le canal D, en série avec le canal de sortie, est le canal 
de pompage des protons, De plus, les preuves s'accumulent pour 
dire que le canal D, qui atteint le voisinage du centre binucléé 
hème a,-Cu,, sert également au passage des protons chimiques 
requis dans la seconde partie du cycle réactionnel (étapes 5 et 6 
dans la Fig. 22-28). 

Quel est le mécanisme du couplage de la réduction d'O, au 
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FIGURE 22-37 Représentation de l'ATPase-F,F, d'E, coli d'après la 
microscopie électronique. Le dessin d'interprétation montre les posi- 
tions de ses sous-unités, décrites dans le texte. [Avec la permission de 
Roderick Capaldi, University of Oregon.] 


tures en forme de champignon qui garnissent la face interne de la 
membrane interne mitochondriale (Fig. 22-364). Des entités simi- 
laires ont été observées sur la face interne de la membrane plas- 
mique des bactéries et dans les chloroplastes (Section 24-2D). En 
soumettant la membrane interne mitochondriale aux ultra-sons, on 
obtient des vésicules fermées, appelées particules submitochon- 
driales, d'où se projettent ces « champignons » (Fig. 22-36b) et 
qui assurent la synthèse d'ATP. 

Efraim Racker a montré que l'ATP synthase des particules sub- 
mitochondriales est formée de deux unités fonctionnelles, F, et F,. 


{a) (b) 


FIGURE 22-38 Structure par rayons X de l'ATPase-F, de mitochon- 
dries de cœur de bœuf, (a) Représentation en ruban dans laquelle les 
sous-unités &, B et y sont respectivement en rouge, jaune et bleu, et les 
nucléotides en modèle éclaté sont en noir, Le dessin en insert donne 
l'orientation de ces sous-unités dans cette représentation. La barre a 20 À 
de long. (b) Coupe transversale à travers la carte de densité électronique 
de la protéine dans laquelle la densité pour les sous-unités a et f est en 
bleu et celle de la sous-unité est en orange, Les squelettes des C,, 
superposés de ces sous-unités sont en jaune et un ADPNP lié est repré- 
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F, est une protéine transmembranaire insoluble dans l'eau, com- 
posée de sous-unités différentes (jusqu'à 8, alors qu'il n'y en a que 
trois chez E. coli) avec un canal pour la translocation des protons. 
F, est une protéine membranaire périphérique soluble dans l'eau, 
composée de cinq types de sous-unités, qui est facilement disso- 
ciée de F, par traitement à l'urée, F, solubilisée peut hydrolyser 
l'ATP mais ne peut pas le synthétiser (d'où le nom d’ATPase). Les 
particules submitochondriales dont F, a été enlevée par traitement 
à l’urée ne présentent plus les « champignons » en microscopie 
électronique (Fig. 22-36c) et ne peuvent pas synthétiser 
l'ATP. Cependant, si on rajoute F, à ces particules submitochon- 
driales contenant F,, on rétablit la possibilité de synthétiser l'ATP 
et l’on retrouve les « champignons » par examen en microscopie 
électronique. Ainsi, les « champignons » sont les particules F,. 
Des micrographies de particules F,F, d’E. coli dues à Roderick 
Capaldi montrent nettement leur structure en forme d'haltère dans 
laquelle F, et F, sont réunies par une tige centrale de 45 À et par 
une zone périphérique moins dense (Fig. 22-37). 


b. La structure par rayons X de F, explique sa forme en 

champignon 

La sous-unité F, de l'ATPase-F,F, mitochondriale est un 
nonamère f;y6E où la sous-unité B contient le site catalytique 
pour la synthèse d'ATP et la sous-unité à est requise pour la liai- 
son de F, à F,. La structure par rayons X de F, de mitochon- 
dries de cœur de bœuf, déterminée par John Walker et Andrew 
Leslie, montre que cette protéine de 3440 résidus (371 kD) est 
un sphéroïde de 80 À de haut et de 100 À de large portée par 
une tige de 30 À de long (Fig. 22-38a). Les sous-unités @ et 
de F,, qui présentent 20 % d'identité de séquence et qui ont pra- 


(ce) 


grande cavité centrale entourant lu sous-unité y entre les deux régions où 
elle est en contact avec l'assemblage «,f.. (c) Surface de la partie interne 
de l'assemblage &,f, par laquelle l'hélice C-terminale de la sous-unité y 
pénètre, correspondant aux représentations a et b vues d'en haut. La sur- 
face est colorée selon son potentiel électrique, les potentiels positifs en 
bleu et les potentiels négatifs en rouge. Noter l'absence de charge sur la 
surface interne de cette gaine, La partie de l'hélice C-terminale de la 
sous-unité y en contact avec cette gaine est également dépourvue de 
charge. [D'après Abrahams, LP. Leslie, AG.W., Lutter, R., and Walker, 
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FIGURE 22-40 Structure par RMN de la sous-unité c de l'ATPase- 
F,F, d'E. coli, Ces structures furent déterminées dans une solution chlo- 
roforme-méthanol-cau (4 :4 :1) à (a) pH 8 (auquel D61 est déprotoné) et 
(b) pH 5 (auquel D61 est protoné), Des chaînes latérales particulières 
sont représentées afin de facililiter la comparaison des deux structures. 
Noter que l'hélice C-terminale dans la structure à pH 8 a tourné de 140” 
dans le sens horaire, vu du haut du dessin, par rapport à celle dans la 
structure à pH 5. [Avec la permission de Mark Girvin, Albert Einstein 
College of Medicine. PDBid (a) 1C99 et (b) ICOV.] 


La structure par rayons X à faible résolution de la F, mito- 
chondriale de levure complexée à son anneau oligomérique c (Fig. 
22-41) a été déterminée par Leslie et Walker. Les conformations 
des sous-unités & et B de la F, de levure et les nucléotides qui s'y 
lient sont semblables à ceux de la F, bovine (Fig. 22-38a). La 
structure du domaine N-terminal de la sous-unité 8 bovine (Fig. 
22-39) correspond à une région de la carte de densité électronique 
de la F, de levure où il contacte la base de la sous-unité y et l'an- 
neau €, ce qui constitue une interface en forme de pied entre F, et 
F,. 

L'oligomère c de levure comporte 10 sous-unités (leur nombre 
peut-être différent chez E. coli) dont chacune ressemble à la struc- 
ture par RMN de la sous-unité c d'E, coli isolée (Fig. 22-40). Les 
sous-unité c s'associent face à dos pour former deux anneaux 
concentriques d'hélices &, Bien que ses chaînes latérales ne puis- 
sent être identifiées dans cette structure par rayons X à faible réso- 
lution, les longueurs différentes des deux hélices des sous-unité c 
de levure (76 résidus) permettent de les identifier dans l'anneau c : 
les longueurs des hélices interne (58 À de long) et externe (47 À 
de long) sont compatibles avec les hélices N-terminale (39 résidus) 
et C-terminale (31 résidus) de la sous-unité « de levure. Les 
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FIGURE 22-41 Carte de densité électronique à basse résolution 

(3,9 À) du complexe mitochondrial F,-c,, de levure. (a) Vue à partir 
de l'intérieur de li membrane interne mitochondriale avec la matrice en 
haut. Le squelette C,, de la F, bovine (avec & en orange, B en jaune et y 
en vert) est superposé à la carte de densité électronique. L'insert indique 
la localisation des sous-unités du complexe ; les lignes en pointillés mon- 
trent la position supposée de la membrane interne mitochondriale (M) et 
les sous-unités c sont numérotées. (b) Vue, à partir de l’espace intermem- 
branaire, de la section encadrée de l'anneau c,, dans l'insert de la Partie 
a. L'insert indique la localisation des sous-unités de F, par rapport aux 
sous-unités c. Les cercles bleus représentent les hélices & des sous-unités 
c numérotées, les plus grands cercles extérieurs rendant compte des 
Chaînes latérales plus volumineuses duns l'hélice C-terminale. [Avec la 
permission d'Andrew Leslie et John Walker. MRC Laboratory of Mole- 
cular Biology, Cambridge, U.K. PDBid 1QO1.] 


unité 6. La sous-unité y semble s'associer à 1 ou 2 autres sous-uni- 
tés c de sorte que -2/3 de la face supérieure de l'anneau c entrent 
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horaire vue en regardant d'en haut la surface de verre (donc de 
l'extérieur). Ceci devrait permettre à la sous-unité y d'interagir 
successivement avec les sous-unités B dans la direction 


Brfétat O) —> Boplétat L) —> Brplétat T) 


(Fig. 22-38a et 22-42), la direction attendue pour l’hydrolyse de 
l'ATP. 

Dans une variante de l'expérience précédente, la sous-unité y 
du complexe &:f;y fut pontée directement, via sa Cys 193, à un 
filament d'actine marqué par fluorescence et, ici, les sous-unités 
& furent immobilisées par des étiquettes His qui leur avaient été 
ajoutées. A concentration très basse en ATP (p. ex. 0,02 M) des 
images vidéo (Fig. 22-45) montrèrent que le filament d'actine 
fluorescent tourne dans le sens antihoraire par sauts de 120°, 
comme prédit par le mécanisme de changement d'affinité, De 
plus, le travail de friction calculé pour chaque étape de rotation 
est quasi égal à l'énergie fournie par l’hydrolyse d'une molécule 
d’ATP, autrement dit, l'ATPase-F,F, convertit l'énergie chimique 
en énergie mécanique avec une efficacité de près de 100 %. 


f. La rotation de l'anneau c est provoquée par des 
changements de conformation induits par les protons 
Les données structurales et biochimiques ci-dessus ont mené 

au modèle schématisé à la Fig. 22-43 pour la rotation de la sous- 

unité F, induite par les protons. Des protons provenant de l'ex- 
térieur pénètrent dans un canal hydrophile situé entre la sous- 
unité a et l’anneau c, où ils se fixent à la sous-unité c. L'anneau 

c fait alors un tour presque complet (tandis que les protons se 

fixent à des sous-unités c successives en franchissant ce canal 

d'entrée) jusqu'à ce que la sous-unité atteigne un second canal 
hydrophile, situé entre la sous-unité a et l'anneau c, qui s'ouvre 
sur l’intérieur. C'est là que le proton est libéré. Ainsi, l'ATPase- 

F,F,, qui produit 3ATP par tour et dont (du moins chez la levure) 

l'assemblage F, comporte 10 sous-unités c, forme idéalement 

3/10 = 0,3 ATP pour chaque proton qu'elle transfère de l'espace 

intermembraire (l'extérieur) dans la matrice (l'intérieur). 

Mais comment le passage des protons dans ce système induit- 
il la rotation de l'anneau c et donc la synthèse d'ATP ? La muta- 
tion en Asn de l'Asp 61 conservé de la sous-unité c inactive 
l'ATPase-F,F, chez E. coli. L'Arg 210 conservée (numérotation 
chez E. coli) de la sous-unité a a été de même impliquée dans 
la translocation du proton. En mutant en Cys des résidus choi- 
sis des sous-unités a et c, Fillingame a montré que l'hélice C- 
terminale de la sous-unité c d'E. coli, qui contient Asp 61, peut 
être pontée par liaisons disulfure à la quatrième hélice présumée 
de la sous-unité a, qui contient Arg 210. Il est clair que ces 
hélices se juxtaposent en un point du cycle de rotation de l'an- 
neau c. La rotation de celui-ci serait rendue possible par la pro- 
tonation d’Asp 61 qui, de ce fait, n’attirerait plus Arg 210. 

La comparaison des structures par RMN (Fig. 22-40) de la 
sous-unité c à pH 8 (Asp 61 déprotoné) et à pH 5 (Asp 61 pro- 
toné) montre que sa modification conformationnelle principale 
suite à la protonation est une rotation horaire de -140° (vue à 
partir de F,) de son hélice C-terminale contenant Asp 61, par 
rapport à son hélice N-terminale. Puisque l'hélice C-terminale est 
l'hélice externe de l'anneau c (Fig. 22-41b), ceci suggère que, 
lors de la protonation, cette hélice pousse mécaniquement la 
sous-unité a voisine de manière à faire pivoter l'anneau c dans 
la dienrtinn indinnés à la Eio 79.42 
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a [ATP] = 0.02 M, longueur du filament 
d'actine = 1.1 um | 


Ë 


Temps (s) 
FIGURE 22-45 Rotation saltatoire, à basse concentration en ATP, de 
la sous-unité y de F, par rapport à un assemblage «,B, immobilisé, 
observée en microscopie à fluorescence, On a porté en graphique le 
nombre de rotations effectuées par un filament d'actine marqué par fluo- 
rescence et dont une extrémité a été fixée à la sous-unité y dans une pré- 
paration semblable à celle schématisée à la Fig. 22-44a (mais sans F,. 
et €). Noter que le filament d'actine tourne par pas de 120°. Ceci apparaît 
bien dans l’insert qui montre la superposition des centres des images 
d’actine (l'assemblage 8,f;y est fixé au centre). [Avec la permission de 
Kazuhiko Kinosita Jr., Keio University, Yokohama, Japon.] 


D. Découplage des phosphorylations oxydatives 


Le transport des électrons (l'oxydation de NADH et de FADH, par 
0,;) et les phosphorylations oxydatives (la synthèse d'ATP) sont 
normalement étroitement couplés en raison de l'imperméabilité de 
la membrane interne mitochondriale au passage des protons. La 
seule façon pour H* de regagner la matrice est donc via la partie 
F, de l’ATP synthase-pompe à protons. A l'état de repos, quand les 
phosphorylations oxydatives fonctionnent au ralenti, le gradient 
électrochimique à travers la membrane inteme mitochondriale 
atteint sa valeur maximum lorsque l'énergie libre nécessaire au 
pompage de protons supplémentaires devient supérieure à celle 
fournie par la chaîne de transport des électrons, ce qui inhibe tout 
transfert d'électrons ultérieur. Cependant, un certain nombre de 
composés, dont le 2,4-dinitrophénol (DNP) et la carbonylcya- 
nure-p-trifluorométhoxyphénylhydrazone (FCCP) « décou- 
plent » ces deux processus. L'hypothèse chimiosmotique permet 
de comprendre le mécanisme d'action de ces agents découplants. 

La présence à l'intérieur de la membrane interne mitochon- 
driale d'un agent qui augmente sa perméabilité aux protons, 
découple les phosphorylations oxydatives du transfert d'électrons 
en provoquant la dissipation du gradient électrochimique du pro- 
ton sans nécessiter de synthèse d'ATP. Lorsqu'il y a découplage, 
le transfert d'électrons se fait librement, même lorsque la synthèse 
d'ATP est inhibée, Le DNP et la FCCP sont des acides faibles lipo- 
solubles qui traversent facilement les membranes. Dans un gra- 
dient de pH, ils fixent des protons du côté acide de la membrane, 
diffusent à travers celle-ci, et les libèrent du côté basique de la 
membrane dliceinant ainei le oradient (Fio 79.4 Ainei AH» 1ole 


nucléotides puriques est contrebalancé, ce qui stimule le flux de 
protons à travers le canal et découple le transport des électrons des 

lations oxydatives. La concentration en acides gras 
dans le tissu adipeux brun est contrôlée par la noradrénaline 
(norépinéphrine) 


L'AMPc jouant le rôle de second messager (Section 18-3). Sous 
l'action dé la noradrénaline (Fig. 22-47), la composante adénylate 
cyclase du système récepteur de la noradrénaline synthétise de 

. L'AMPe comme décrit dans la Section 19-2. L'AMPc, à son tour, 


IGU 4 Mécanisme du découplage des phosphorylations oxy- 
uives hormano-dépendunt dans les mitochondries du tissu adipeux 
run. (1) La noradrénaline se lie à son récepteur à la surface de la cel- 
e. (2) Le complexe noradrénaline-récepteur stimule l'adénylate 

se, provoquant l'augmentation de la [AMPc]. (3) L'AMPc se lie à la 
. AAA clement (PK Ab at lo ctimule (41 1 a PH A 
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stimule allostériquement la protéine-kinase A (PKA), qui active 
une triacylglycérol lipase hormono-sensible en la phosphorylant 
(Section 25-5). Finalement, la lipase activée hydrolyse les triacyl- 
glycérols pour donner des acides gras libres qui ouvrent le canal à 
protons. 


b. D’autres tissus contiennent des homologues de l'UCP 

Bien que seule la graisse brune ait été considérée comme pos- 
sédant une protéine découplante, on a trouvé des homologues de 
l'UCPI dans d'autres tissus, Ainsi, l'UCP2 est présente dans de 
nombreux tissus dont le tissu adipeux blanc, et l'UCP3 l'est dans 
le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc, ainsi que dans le 
muscle. Les rôles métaboliques de l'UCP2 et de l'UCP3 ne sont 
pas clairs, mais il se pourrait que l'UCP2 participe à la thermoge- 
nèse induite par la prise de nourriture (plutôt que par le froid) (Sec- 
tion 27-3E). 


triacviglycérol 
4 lipase 
active) 


ADP 


phosphoryle la triacylglycérol lipase hormono-dépendante 

tive. (5) Les triacylglycérols sont hydrolysés, d'où libération d'acides 
gras. (6) Les acides gras libres lèvent l'inhibition, due à la présence des 
nucléotides puriques, du canal à protons formé par la thermogénine, ce 
qui permet aux protons de rentrer dans la mitochondrie sans qu'il y ait 
evnthhes d'ATP 


, ce qui l'ac- 
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qu'un contrôle coordonné des trois processus est nécessaire. Il est 
assuré par la régulation de chacun des points de contrôle de la gly- 
colyse [hexokinase, phosphofructokinase (PFK) et pyruvate 


kinase] et du cycle de l'acide citrique (pyruvate déshydrogénase, Giycolyse 
citrate synthase, isocitrate déshydrogénase et @-cétoglutarate Glucose 
déshydrogénase) par les nucléotides adényliques ou le NADH, ou 
les deux, ainsi que par certains métabolites (Fig. 22-48). hexokinase@ P 
a. Le citrate inhibe la glycolyse RES 2 

Les principaux points de contrôle de la glycolyse et du cycle Lo 
de l'acide citrique sont régulés par plusieurs effecteurs en plus des - 77 Glucose-6-phosphate 
nucléotides adényliques ou du NADH (Fig. 22-48), Il s’agit d’un phosphoghicose isomérase | 
système très complexe dont les demandes sont également com- < 
plexes et dont les nombreux effecteurs, impliqués dans différents Libro" ue 


aspects du métabolisme, augmentent la sensibilité de sa régulation. DE 
Un effet régulateur particulièrement important est l'inhibition de la 
PFK par le citrate, Quand la demande en ATP diminue, la [ATP] 
augmente et la [ADP] diminue. Le cycle de l'acide citrique ralen- 
tit au niveau de l'isocitrate déshydrogénase (activée par l'ADP) et 
de l'a-cétoglutarate déshydrogénase (inhibée par l’ATP), d’où 


phosphofructokinase 


accumulation de citrate. Celui-ci peut sortir des mitochondries via SpLUtE 
un transporteur spécifique, et une fois dans le cytosol, il va inten- Pr 1 
sifier l'inhibition de la glycolyse en inhibant la PFK. ? PAPERS ER 


b. L’oxydation des acides gras inhibe la glycolyse 

Comme nous le verrons dans la Section 25-1, l'oxydation des 
acides gras est un processus aérobie qui produit de l’acétyl-CoA, 
lequel entre dans le cycle de l'acide citrique, ce qui augmente les 
concentrations mitochondriale et cytoplasmique en citrate. L'aug- 
mentation de concentration en acétyl-CoA inhibe le complexe prouve kinne D 
pyruvate déshydrogénase, tandis que l'augmentation de concentra- 
tion en citrate inhibe la phosphofructokinase, ce qui conduit à une 


| 
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accumulation de glucose-6-phosphate, lequel inhibe l'hexokinase a pi 

(Fig. 22-48). Cette inhibition de la glycolyse par l'oxydation des 

acides gras est appelée cycle glucose-acides gras (bien qu'il ne ADP 
s'agisse pas d'un cycle) ou effet Randle (car découvert par Philip ft NADH ! 
Randle). Ce « cycle » permet l'utilisation des acides gras comme | NAD° | 


principale source d'énergie du métabolisme oxydatif dans le 
muscle cardiaque, ce qui épargne le glucose en faveur des autres 
organes qui en ont besoin, comme le cerveau. 


pyruvate déshydrogénase Ca” 


C. Implications physiologiques des métabolismes 
aérobie et anaérobie 


En 1861, Louis Pasteur observa que des levures consomment 
moins de glucose et produisent moins d'éthanol en aérobiose (ce 
qu'on appelle l'effet Pasteur ; la fermentation alcoolique dans les 
levures qui produit de l'ATP, du CO, et de l'éthanol est étudiée 
dans la Section 17-3B). Un effet similaire est observé dans le 
muscle de mammifère ; la concentration en acide lactique, produit 
de la glycolyse anaérobie dans le muscle, diminue brutalement rat à JIsocitrate 

quand les cellules passent en conditions aérobies. socitra Ca” 


FIGURE 22-48 Représentation schématique du contrôle coordonné * /t NADH 

de la glycolyse et du cycle de l'acide citrique par l'ATP, l'ADP, $ | 

l'AMP,P, Ca et le rapport [NADHYINAD"*] (les flèches verticales Succin SAUCE t De SC test 

indiquent une augmentation de ce rapport). Un point vert correspond PSS CoASH 6. déshydrogi PAG 
su 


à une activation et un octogone rouge à une inhibition, [D'après New- | nn. 
toi ee 2 en Cd am ms tr. \?» 22 Le FO... ccinyl-CoA Î { NADH 1” 
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a. L'hypoxie provoque une augmentation de la glycolyse 

En présence d'oxygène, les phosphorylations oxydatives 
satisfont aux besoins de l'organisme en ATP. Cependant, en 
hypoxie (apport insuffisant en oxygène) la glycolyse doit être sti- 
mulée (ce qui entraîne une consommation accrue de glucose ; 
l'inverse de l'effet Pasteur) pour fournir l'ATP nécessaire. Le 
F2,6P, stimulateur le plus puissant connu de la PFK-1, participe 
à ce processus. Comme nous l'avons vu (Section 18-3F), la 
concentration en F2,6P est régulée par l'enzyme bifonctionnelle 
PFK-2/FBPase-2. L'activité PFK-2 de son isozyme cardiaque est 
stimulée par phosphorylation de sa Ser 466, notamment par la 
protéine-kinase activée par l'AMP (AMPK ; Sections 25-4B et 
25-5). Lorsque le manque d'oxygène empêche les phosphoryla- 
tions oxydatives de fournir assez d'ATP pour la fonction car- 
diaque, comme dans l'ischémie (flux sanguin insuffisant), l'aug- 
mentation de la [AMP] qui en résulte active l'AMPK. Il s’en suit 
une phosphorylation et donc une activation de la PFK:-2, ce qui 
conduit à une augmentation de la [F2,6P]. Ceci stimule la PFK- 
Let donc la glycolyse. 


b. La production d’ATP en aérobiose est beaucoup plus 
efficace que la production d'ATP en anaérobiose 
Une des raisons de la diminution de consommation de glucose 
lorsque le métabolisme passe de l’anaérobiose à l'aérobiose est 
évidente lorsqu'on examine la stœchiométrie de la dégradation du 
glucose (C,H,,0,) dans les deux conditions : 


Glycolyse anaérobie : 


C;H3:0, + 2ADP + 2P, — 
2lactate + 2H° + 2H,0 + 2ATP 


Métabolisme aérobie du glucose 


CH,:0, + 3SADP + 38P, + 60; ent. 
6CO, + 44H,0 + 38ATP 


(3 ATP pour chacun des 10 NADH formés par glucose oxydé, 2 
ATP pour chacun des 2 FADH, formés, 2 ATP produits par la 
glycolyse, et 2GTP === 2ATP produits par le cycle de l'acide 
citrique). Ainsi, le métabolisme aérobie est 19 fois plus efficace 
que la glycolyse anaérobie pour la production d'ATP. Le pas- 
sage au métabolisme aérobie augmente donc rapidement le rap- 
port d'action des masses pour l'ATP. Au fur et à mesure que ce 
rapport augmente, la vitesse du transfert des électrons diminue, 
ce qui augmente la valeur du rapport [NADHJINAD*]. Les 
augmentations de [ATP] et de [NADH] inhibent leurs enzymes 
cibles dans le cycle de l'acide citrique et dans la glycolyse. L'ac- 
tivité de la PFK, qui est régulée par le citrate et les nucléotides 
adényliques et qui est une des enzymes limitantes de la glycol- 
yse, diminue fortement lors du passage du métabolisme anaéro- 
bie au métabolisme aérobie. Cela explique la diminution brutale 
de la glycolyse. 


c. La glycolyse anaérobie a des avantages et des limites 

Les animaux ne peuvent assurer la glycolyse anaérobie que 
pendant des temps relativement courts car la PEK, qui fonctionne 
au ralenti pour des pH <7, est inhibée par l'acidification due à 
la production d'acide lactique. Malgré ce facteur limitant et la 
faible efficacité de la glycolyse pour produire de l'ATP, les 


que si elles ne sont pas inhibées, la production d'ATP par la 
glycolyse est beaucoup plus rapide que par les phosphorylations 
oxydatives. 

Les caractéristiques différentes des métabolismes aérobie et 
anaérobie nous permettent de comprendre certains aspects du 
métabolisme des cellules cancéreuses et des maladies cardiovas- 
culaires. 


d. Métabolisme des cellules cancéreuses 

Comme l'a remarqué pour la première fois Warburg en 1926, 
certaines cellules cancéreuses produisent davantage d'acide lac- 
tique dans des conditions aérobies que des cellules normales. 
Cela est dû à ce que la voie de la glycolyse dans ces cellules 
produit du pyruvate plus rapidement que le cycle de l'acide 
citrique ne peut en utiliser. Comment est-ce possible, compte 
tenu des contrôles interdépendants du système ? Première hypo- 
thèse : ces contrôles auraient disparu dans les cellules cancé- 
reuses. Autre hypothèse : l’utilisation de l'ATP dans ces cellules 
est trop rapide pour pouvoir être régénéré par les phosphoryla- 
tions oxydatives. Les rapports de concentration des nucléotides 
adényliques seraient modifiés de sorte que l'inhibition de la 
PFK:-1 serait levée. De plus, de nombreuses lignées de cellules 
cancéreuses ont une [F2,6P] beaucoup plus élevée que les cel- 
lules normales. Elles possèdent un isozyme inductible de la PFK- 
2/FBPase-2 dont un site est phosphorylable par l'AMPK, ce qui 
active la PFK-2. Ainsi, toute augmentation de la [AMP] dans ces 
cellules cancéreuses provoquera une augmentation de leur 
[F2,6P}, ce qui stimulera la PFK-1 et donc la glycolyse. Des ten- 
tatives pour comprendre les différences du métabolisme entre 
cellules cancéreuses et cellules normales pourront peut être 
ouvrir des pistes pour le traitement de cette maladie dévastatrice. 


e. Les maladies cardiovasculaires 

Une déficience en oxygène dans certains tissus provoquée par 
des maladies cardiovasculaires est d’une grande importance médi- 
cale. Par exemple, deux des causes les plus fréquentes de mort 
chez l'homme, l'infarctus du myocarde (crise cardiaque) et La 
congestion cérébrale, sont dues à un arrêt (ou une insuffisance) 
de l'apport sanguin en O, dans une partie du cœur ou du cerveau. 
Que cela entraîne un arrêt de l’activité cellulaire semble évident, 
mais pourquoi la cellule meurt-elle ? 

En l'absence d'O,, une cellule qui n'a plus que la glycolyse 
pour sa production d'ATP épuise rapidement ses réserves en 
phosphocréatine (une source de production rapide d'ATP ; Sec- 
tion 16-4C) et en glycogène. Comme la production d'ATP est 
insuffisante pour que les pompes à ions membranaires puissent 
maintenir les concentrations en ions intracellulaires à des valeurs 
appropriées, l'équilibre osmotique du système est désorganisé 
d'où le gonflement des cellules et des organites intracellulaires. 
L'étirement anormal des membranes qui en résulte rend celles- 
ci perméables, et les constituants des différents compartiments 
passent au travers. [En fait, un test diagnostic de l'infarctus du 
myocarde est la présence dans le sang d'enzymes spécifiques du 
cœur, comme l'isoenzyme lactate déshydrogénase de type H (le 
type M prédomine dans le muscle squelettique ; Section 17-3A), 
qui s'échappent du tissu cardiaque nécrosé (mort).] De plus, 
l'abaissement du pH intracellulaire qui accompagne la glycolyse 
anaérobie (en raison de la production d’acide lactique) permet 
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thèse d'ATP concomitante. Les mitochondries du tissu adipeux brun 
contiennent un système de découplage régulé qui, sous contrôle hor- 
monal, produit de la chaleur au lieu d'ATP. 

4 B Contrôle de la production d'ATP Dans des conditions 
aérobies, la vitesse de synthèse de l'ATP par les phosphorylations 
oxydatives est régulée, un phénomène appelé contrôle respiratoire, 


par le rapport d'action des masses pour l’ATP. La synthèse de l'ATP 
est étroitement couplée à l'oxydation du NADH et du FADH, par la 
chaîne respiratoire. La glycolyse et le cycle de l'acide citrique sont 
contrôlés de façon concertée afin de former du NADH et du FADH, 
à une vitesse juste suffisante pour que les besoins en ATP de l'or- 
ganisme soient satisfaits. 


— 
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Nous avons déjà étudié plusieurs aspects du métabolisme des glu- 
cides. Nous avons vu comment l'énergie libre de l'oxydation du 
glucose est utilisée pour la synthèse de l'ATP par l'intermédiaire 
de la glycolyse, du cycle de l'acide citrique et des phosphoryla- 
tions oxydatives. Nous avons aussi étudié le mécanisme de mise 
en réserve du glucose sous forme de glycogène et le contrôle du 
métabolisme du glycogène en fonction des besoins de l'organisme. 
Dans ce chapitre, nous étudierons plusieurs voies importantes du 
métabolisme des glucides : 

L. La gluconéogenèse, qui permet la synthèse de glucose à 
partir de précurseurs non glucidiques comme le lactate, le pyru- 
vate, le glycérol et certains acides aminés. 

2. Le cycle du glyoxylate, qui permet aux plantes de transfor- 
mer l’acétyl-CoA en glucose. 

3. La biosynthèse des oligosaccharides et des glycoprotéines : 
après synthèse, certains oligosaccharides sont ajoutés à des résidus 
spécifiques d'acides aminés protéiques pour donner des glycopro- 
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4. La voie des pentoses phosphate, une autre voie de dégra- 
dation du glucose, qui produit du NADPH, source d'équivalents 
réducteurs utilisés dans les réactions de biosynthèse réductrice, et 
de ribose-5-phosphate, le sucre précurseur des acides nucléiques. 


Ce chapitre complète notre étude du métabolisme des glucides 
chez les animaux; la photosynthèse, qui n’a lieu que chez les 
plantes et certaines bactéries, fera l'objet du Chapitre 24, 


1 B GLUCONÉOGENÈSE 


Le glucose occupe une place centrale dans le métabolisme, à la 
fois comme «carburant» et comme précurseur de glucides de 
structure essentiels et d’autres molécules biologiques. Le cerveau 
et les globules rouges dépendent presque exclusivement du glucose 
comme source d'énergie. Cependant, les réserves du foie en gly- 
cogène ne peuvent fournir du glucose au cerveau que pour une 
demi-journée en cas de jeûne ou de privation de nourriture. Ainsi, 
en cas de jeûne, la plupart des besoins en glucose de l'organisme 
doivent être résolus par la gluconéogenèse (littéralement, nouvelle 
synthèse de glucose), la biosynthèse de glucose à partir de pré- 
curseurs non glucidiques. Des études par marquage isotopique afin 
de déterminer l’origine du glucose dans le sang durant un jeûne ont 
montré en effet que la gluconéogenèse est responsable de 64 % de 
la production totale de glucose durant les 22 premières heures du 
jeûne et de la presque totalité après 46 heures. Par conséquent, la 
gluconéogenèse fournit une fraction importante du glucose produit 
chez des personnes qui jeûnent, même après quelques heures. La 
gluconéogenèse est assurée par le foie et, à un moindre degré, par 
les reins. 

Parmi les précurseurs non glucidiques pouvant être transfor- 
més en glucose on trouve les produits de la glycolyse lactate et 
pyruvate, les intermédiaires du cycle de l'acide citrique et les 
squelettes carbonés de la plupart des acides aminés protéiques. 
Cependant, toutes ces substances doivent d'abord être transfor- 
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FIGURE 23-1 Voies de transformation du lactate, du pyruvate et des 
intermédiaires du cycle de l'acide citrique en oxaloacétate. Les squelettes 
carbonés de tous les acides aminés sauf ceux de la leucine et de la lysine 


genèse (Fig. 23-1). Les seuls acides aminés qui ne peuvent donner 
de l'oxaloacétate chez l'animal sont la leucine et la lysine car leur 
dégradation ne conduit qu'à la formation d'acétyl-CoA (Sec- 
tion 26-3F), Chez les animaux, il n'existe pas de voie qui permette 
la conversion nette d'acétyl-CoA en oxaloacétate. Pour la même 
raison, les acides gras ne peuvent servir de précurseurs de glucose 
chez les animaux, car la plupart des acides gras sont complètement 
dégradés en acétyl-CoA (Section 25-2C). Cependant, à l'inverse 
des animaux, les plantes ont la possibilité de transformer l'acétyl- 
CoA en oxaloacétate grâce au cycle du glyoxylate (Section 23-2), 
si bien que les lipides peuvent être la seule source de carbone de 
la cellule végétale. Le glycérol, un des produits de dégradation des 
triacylglycérols, est transformé en glucose via la synthèse de la 
dihydroxyacétone phosphate, intermédiaire de la glycolyse, 


peuvent, du moins en partie, être transformés en oxaloacétate et donc en 
glucose par ces réactions. 


A. Voie de la gluconéogenèse 


La gluconéogenèse utilise des enzymes de la glycolyse. Cepen- 
dant, trois de ces enzymes, l’hexokinase, la phosphofructokinase 
(PFK) et la pyruvate kinase, catalysent des réactions très exergo- 
niques dans le sens de la glycolyse. Ces réactions doivent donc être 
remplacées dans la gluconéogenèse par d’autres réactions qui ren- 
dent la synthèse de glucose thermodynamiquement favorable. Tout 
comme dans le métabolisme du glycogène (Section 18-1D), nous 
constatons que les voies de biosynthèse et de dégradation diffèrent 
d'au moins une réaction. Cela permet non seulement aux deux 
voies (synthèse et dégradation) d'être thermodynamiquement pos- 
sibles dans des conditions physiologiques identiques, mais aussi 
d'être régulées de manière indépendante de sorte qu'une voie peut 
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FIGURE 23-2 Transformation du pyruvate en oxaloacétate puis en phosphoénolpyruvate. Les enzymes 
impliquées sont (1) la pyruvate carboxylase et (2) la PEP carboxykinase (PEPCK). 


a. Le pyruvate est transformé en oxaloacétate pour 

pouvoir donner du phosphoénolpyruvate 

La formation de phosphoénolpyruvate (PEP) à partir de pyru- 
vate, l'inverse de la réaction de la pyruvate kinase, est endergo- 
nique et nécessite par conséquent un apport d'énergie. Pour ce 
faire, le pyruvate est d'abord transformé en oxaloacétate. L'oxa- 
loacétate est un intermédiaire à « haut potentiel énergétique » dont 
la décarboxylation exergonique fournit l'énergie libre nécessaire à 
la synthèse du PEP. Cette transformation fait intervenir deux 
enzymes (Fig. 23-2): 

L. La pyruvate carboxylase catalyse la formation ATP-dépen- 
dante d’oxaloacétate à partir de pyruvate et de HCO;. 

2. La PEP carboxykinase (PEPCK) transforme l'oxaloacé- 
tate en PEP dans une réaction qui utilise le GTP comme agent 
phosphorylant. 


b. Le groupement prosthétique de la pyruvate carboxylase 
est la biotine 

La pyruvate carboxylase, découverte en 1959 par Merton Utter, 
est une protéine tétramérique de sous-unités identiques de 
120 kD, chacune avec de la biotine comme groupement prosthé- 
tique. La biotine (Fig. 23-3a) joue le rôle de transporteur de CO, 
en formant un substituant carboxylé sur son groupement uréide 
(Fig. 23-3b). La biotine est liée par covalence à l’enzyme par une 
liaison amide entre le groupement carboxylique de sa chaîne laté- 
rale valérate et le groupement e-aminé d’un résidu Lys de l'en- 
zyme, pour donner un résidu biocytine (appelé aussi résidu bioti- 
nyllysine) (Fig. 23-3b). Le cycle biotine se trouve ainsi à 
l'extrémité d’un «bras» souple de 14 À de long, tout comme 
l'acide lipoïque comme groupement prosthétique du complexe 
multienzymatique pyruvate déshydrogénase (Section 21-2A). 

La biotine, découverte en 1935 comme facteur de croissance 
des levures, est un nutriment indispensable pour l'homme. Sa défi- 
cience alimentaire est cependant rare, car on la trouve dans de 
nombreux aliments et parce qu'elle est synthétisée par la flore bac- 
térienne intestinale. La déficience en biotine chez l'homme est 
presque toujours due à la consommation excessive d'œufs crus. 
Ceci s'explique par la présence dans le blanc d'œuf de l'avidine, 
protéine qui se lie si fortement à la biotine (constante de dissocia- 
tion, À = 10" M) qu'elle empêche son absorption intestinale (les 
œufs cuits sont sans effet car la cuisson dénature l’avidine). On 
pense que le rôle de l’avidine dans les œufs serait d'inhiber la 
croissance de micro-organismes dans cet environnement très nutri- 
tif. La streptavidine, homologue de l’avidine sécrété par Strepto- 
myces avidinii, est utilisée comme agent de liaison dans de nom- 
breuses applications biotechnologiques (voir p. ex. Section 22-3C) 
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FIGURE 23-3 Biotine et carboxybiotinyl-enzyme. (a) La biotine est 
formée d'un noyau imidazole accolé en cis à un cycle de tétrahydrothio- 
phène porteur d'une chaîne latérale de valérate. La chiralité de chacun de 
ses centres asymétriques est indiquée. Les positions 1, 2 et 3 forment un 
groupement uréido. (b) Dans la carboxybiotinyl-enzyme, le N1 du grou- 
pement uréido de la biotine est le site de carboxylation. La biotine est 
liée par covalence aux carboxylases par une liaison amide entre ke grou- 
pement carboxyle du valérate et un groupement €-aminé d'une chaîne 
latérale d'un résidu Lys de l'enzyme. 


c. Réaction de la pyruvate carboxylase 
La réaction de la pyruvate carboxylase se fait en deux phases 
(Fig. 23-4): 


Phase I La biotine est carboxylée sur son atome N1 par un 
ion bicarbonate dans une réaction en trois étapes au cours de 
laquelle l'hydrolyse de l'ATP en ADP + P, permet, via la for- 
mation de carboxyphosphate, de déshydrater le bicarbonate. 
Cela donne du CO, libre ayant suffisamment d'énergie libre pour 
carboxyler la biotine. Le groupement carboxylate formé est 
activé par rapport au bicarbonate (le AG°” de son hydrolyse est 
de -19,7 kJ-mol"!) et peut donc être transféré sans apport 
A'£noernia eunmnlémantaire 
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FIGURE 23-4 Mécanisme réactionnel en deux phases de la pyruvate 
carboxylase, La phase I est une réaction en trois étapes : synthèse de 
carboxyphosphate à partir de bicarbonate et d'ATP, puis formation de 
CO, sur l'enzyme, qui carboxyle ensuite la biotine. La phase II com- 
porte aussi trois étapes : production de CO, au site actif due au départ de 


Phase II Le groupement carboxylate activé est transféré de la 
carboxybiotine au pyruvate dans une réaction en trois étapes pour 
donner de l'oxaloacétate. 


Ces deux phases réactionnelles se font sur différents sites de la 
même enzyme ; le bras de 14 À de la biocytine assure le transfert 
du cycle biotine entre les deux sites. 


d. L'acétyl-CoA régule la pyruvate carboxylase 

La synthèse de l'oxaloacétate est une réaction anaplérotique 
qui accroît l'activité du cycle de l'acide citrique (Section 21-4). 
L'accumulation d'acétyl-CoA, substrat du cycle de l'acide 
citrique, signale donc un besoin supplémentaire en oxaloacétate. 
En fait, l'acétyl-CoA est un effecteur positif puissant de la pyru- 
vate carboxylase : l’enzyme est pratiquement inactive si elle n'est 
pas complexée à l'acétyl-CoA. Cependant, si le cycle de l' acide 
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l'enzyme biotinylée, laquelle accepte un proton du pyruvate ce qui donne 
l'énolpyruvate ; celui-ci, à son tour donne de l'oxaloacétate par attaque 
nucléophile du CO,. [D'après Knowles, LR., Annu. Rev. Biochem. 58, 
217 (1989).] 


fortes concentrations indique que les phosphorylations oxydatives 
ont satisfait les demandes en ATP ; Section 21-4), l'oxaloacétate 
sera utilisé dans la gluconéogenèse. 


e. La PEP carboxykinase 

La PEPCK, enzyme monomérique de 74 kD, catalyse la décar- 
boxylation GTP-dépendante de l'oxaloacétate pour donner du PEP 
et du GDP (Fig. 23-5). Noter que le CO, utilisé pour carboxyler le 
pyruvate en oxaloacétate est éliminé lors de la formation du 
PEP. On peut donc considérer l'oxaloacétate comme du pyruvate 
«activé », le CO, et la biotine facilitant l'activation aux dépens de 
l'hydrolyse de l’ATP. Nous verrons que l'acétyl-CoA est activé de 
la même façon par un processus de carboxylation-décarboxylation 
(qui donne du malonyl-CoA ; Section 25-4B), lors de la biosyn- 
thèse des acides gras. En général, on peut considérer les B-cétoa- 
cides comme des composés «riches en énergie » en raison de la 
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Phosphoénolpyruvate 
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FIGURE 23-5 Mécanisme de la PEPCK. La décarboxylation de l'oxa- 
loacétate (un acide B-cétonique) conduit à la formation d'un anion éno- 
late stabilisé par résonance dont l'atome d'oxygène attaque le groupe- 
ment y-phosphoryle du GTP formant ainsi le PEP et du GDP. 
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L'énolate ainsi produit est utilisé pour former des liaisons car- 


bone-carhone lore de là &unthèce dec acidec pra ou du PRP 


comme ici dans la gluconéogenèse. 


f. La gluconéogenèse nécessite le transport de métabolites 
entre les mitochondries et le cytosol 

La formation d'oxaloacétate à partir de pyruvate ou d'inter- 
médiaires du cycle de l'acide citrique ne se fait que dans les 
mitochondries, tandis que les enzymes qui transforment le PEP 
en glucose sont cytosoliques. La localisation intracellulaire de la 
PEPCK varie selon les espèces. Dans le foie de souris et de rat, 
elle est presque exclusivement cytosolique, dans le foie de 
pigeon et de lapin elle est mitochondriale, et chez le cobaye et 
l'homme elle se répartit à peu près équitablement entre les deux 
compartiments. Pour que la gluconéogenèse soit assurée, ou 
l'oxaloacétate doit sortir de la mitochondrie pour être transformé 
en PEP, ou le PEP formé dans la mitochondrie doit passer dans 
le cytosol. 

Le PEP est transporté à travers la membrane mitochondriale 
par des protéines de transport membranaires spécifiques. Par 
contre, il n'existe pas de système de transport pour l'oxaloacétate. 
Celui-ci doit d'abord être transformé soit en aspartate (Fig. 23-6, 
Voie 1) soit en malate (Fig. 23-6, Voie 2), pour lesquels des sys- 
tèmes de transport mitochondriaux existent (Section 22-1B). La 
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FIGURE 23-6 Transports du PEP et de l'oxa- 
loacétate de la mitochondrie dans le cytosol. 
Le PEP est transporté directement entre ces deux 
compartiments. Cependant, l'oxaloucétate doit 
d'abord être transformé en aspartate sous l'action 
de l'aspartate aminotransférase (Voie 1) ou en 
malate par la malate déshydrogénase (Voie 2). La 
Voie 2 implique l'oxydation mitochondriale du 
NADH suivie de la réduction cytosolique du 
NAD”, ce qui revient à un transfert d'équivalents 
réducteurs de NADH de la mitochondrie vers le 
cvtosol. 
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TABLEAU 23-1 Régulateurs de l’activité des enzymes de la gluconéogenèse 


Inhibiteurs Activateurs Phosphorylation Synthèse 

Enzyme allostériques allostériques de l’enzyme protéique 
PFK ATP, citrate AMP, F2,6P 
FBPase AMP, F2,6P 
Pyruvate kinase Alanine F1,6P Inactivate 
Pyruvate carboxylase Acétyl-CoA 
PEPCK Stimulée par le glucagon, les hormones thyroïdiennes 

et les glucocorticoïdes ; inhibée par l'insuline 

PFK-2 Citrate AMP, F6P, P, Inactivate 
FBPase-2 F6P Glycérol-3-P Activate 


pour pouvoir répondre aux besoins de l'organisme. Après un 
repas, quand la glycémie est au maximum, le métabolisme hépa- 
tique assure la mise en réserve de carburant énergétique : le glyco- 
gène est synthétisé et la glycolyse et la pyruvate déshydrogénase 
sont activées, dégradant le glucose en acétyl-CoA pour la biosyn- 
thèse d'acides gras et la mise en réserve de lipides. A l'état de 
jeûne, le foie maintient la glycémie à la fois en stimulant la gly- 
cogénolyse et en inversant la glycolyse pour assurer la gluconéo- 
genèse [en utilisant essentiellement des produits de la dégradation 
des protéines via le cycle glucose-alanine (Section 26-1A) et du 
glycérol provenant de l'hydrolyse du triacylglycérol (Sec- 
tion 25-1)]. 


a. La glycolyse et la gluconéogenèse sont contrôlées par 
des interactions allostériques et par modifications 
covalentes 
La vitesse et la direction de la glycolyse et de la gluconéoge- 

nèse sont contrôlées aux endroits de ces voies où les réactions 
dans un sens ou dans l'autre peuvent être régulées indépendam- 
ment : les réactions catalysées par (1) l’hexokinase/la glucose-6- 
phosphatase, (2) la PFK/la FBPase, et (3) la pyruvate kinase/la 
pyruvate carboxylase et la PEPCK (Fig. 23-7). Le Tableau 23-1 
donne la liste de ces enzymes régulées et de leurs effecteurs. Les 
principaux mécanismes font intervenir des interactions allosté- 
riques et des modifications covalentes AMPc-dépendantes (phos- 
phorylation/déphosphorylation; Section 18-3). Les modifications 
covalentes AMPc-dépendantes rendent ce système sensible au 
contrôle par le glucagon et d’autres hormones qui modifient la 
concentration en AMPc. 

L'un des effecteurs allostériques les plus importants impliqué 
dans la régulation de la glycolyse et de la gluconéogenèse est le 
fructose 2,6-bisphosphate (F2,6P), qui stimule la PFK et inhibe la 
FBPase (Section 18-3F). La concentration en F2,6P est dépendante 
des vitesses de sa synthèse (par la PFK-2) et de sa dégradation (par 
la FBPase-2). Le contrôle des activités de la PFK-2 et de la 
FBPase-2 constitue donc un point important de la régulation de la 
gluconéogenèse même si ces enzymes ne catalysent pas des réac- 
tions de cette voie. Les activités PFK:-2 et FBPase-2, qui sont assu- 
rées par deux domaines différents de la même enzyme bifonction- 
nelle, sont régulées allostériquement et contrôlées par 
modifications covalentes (Tableau 23-1). En cas d'hypoglycémie 
la gluconéogenèse est activée par voie hormonale provoquant 
l'abaissement de la [F2,6P] (Fig. 23-8). 

La stimulation de la gluconéogenèse dans le foie implique 


La pyruvate kinase du foie est inhibée, à la fois allostériquement 
par l'alanine (un précurseur du pyruvate ; Section 26-IA) et par 
phosphorylation. La glycogénolyse, au contraire, est stimulée par 
phosphorylation (Section 18-3C). Les deux voies convergent vers 
la production de G6P, qui est transformé en glucose pour être 
exporté aux muscles et au cerveau. La pyruvate kinase musculaire, 
une isoenzyme de celle du foie, n'est pas soumise à ces contrôles. 
De tels contrôles ne seraient pas intéressants dans le cas du muscle 
car celui-ci ne contient pas de glucose-6-phosphatase et ne peut 
donc assurer la synthèse de glucose via la gluconéogenèse. 


b. La concentration en PEPCK est contrôlée au niveau 

transcriptionnel 

La PEPCK est l'enzyme qui catalyse la première réaction d'en- 
gagement dans la gluconéogenèse. Il est dès lors intéressant de 
constater (Tableau 23-1) que l'activité de la PEPCK est contrôlée 
uniquement via une régulation transcriptionnelle du gène qui la 
code (ce type de régulation est résumé dans la Section 5-4A et 
détaillé dans les Sections 31-3 et 34-3). En particulier, la trans- 
cription du gène de la PEPCK est stimulée par le glucagon, les glu- 
cocorticoïdes et les hormones thyroïdiennes, et elle est inhibée par 
l'insuline. Par exemple, l'AMPc produit en réponse à la stimula- 
tion du foie par le glucagon non seulement déclenche une cascade 


Hypogiycémie 
Augmentation de la sécrétion de glucagon 
[AMPc] augmente 
d'enzymes 
Activation de la FBPase-2 et inactivation de la PFK-2 
{F2,6P] diminue 
Inhibition de la PFK ete activation de la FBPase 


Activation de la gluconéogenèse 
FIGURE 238 Réeulation hormonale de la 1F2.6PL Ce processus sti- 
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de phosphorylations (Section 18-3), mais aussi induit la transcrip- 
tion du gène de la PEPCK. Richard Hanson a montré que ceci 
résulte de la présence, dans le promoteur (région de contrôle qui 
précède le site d'initiation de la transcription de gènes codant des 
protéines : Section 5-4A) du gène de la PEPCK, d'une séquence 
d'ADN spécifique appelée élément de réponse à l'AMPc (CRE). 
Ce CRE fixe un facteur de transcription appelé protéine de liai- 
son du CRE (CREB), mais uniquement lorsque CREB fixe éga- 
lement l'AMPc (pour rappel, un facteur de transcription est une 
protéine qui se fixe à un segment spécifique de son promoteur cible 
et, ce faisant, stimule l'ARN polymérase à commencer la trans- 
cription du gène auquel elle est associée : Section 5-4A), Cepen- 
dant, le promoteur du gène de la PEPCK contient de nombreux 
autres sites de liaison pour des facteurs de transcription spéci- 
fiques. On compte parmi ceux-ci un élément de réponse aux hor- 
mones thyroïdiennes (TSE), auquel se fixe le récepteur des hor- 
mones thyroïdiennes complexé à l'hormone (Section 19-1D), et un 
élément de réponse aux hormones glucocorticoïdes (GRE), 
auquel se fixe le récepteur glucocorticoide complexé à l'hormone 
(Sections 19-1G et 34-3B), Au contraire, la transcription du gène 
de la PEPCK est fortement réprimée par des facteurs protéiques 
phosphorylés en réponse à la cascade de signalisation de la PI3K 
déclenchée par la liaison de l'insuline au récepteur insulinique (ces 
facteurs protéiques peuvent réprimer la transcription en interférant 
avec la liaison des facteurs de transcription mentionnés plus haut ; 
les mécanismes de signalisation par l'insuline sont étudiés dans les 
Sections 19-3A, 19-3B, 19-4D et 19-4F). La vitesse de production 
de l'ARNm de la PEPCK est déterminée par l'intégration de ces 
diverses interactions et donc par les signaux qui les provoquent. 


C. Cycle des Cori 


La contraction musculaire est actionnée par l'hydrolyse de l'ATP, 
qui est ensuite régénéré par les phosphorylations oxydatives dans 
les mitochondries des fibres musculaires (rouges) à contraction 
lente et par la glycolyse avec formation de lactate dans les fibres 
musculaires (blanches) à contraction rapide. Les fibres à contrac- 
tion lente produisent aussi du lactate quand la demande en ATP est 
supérieure au flux oxydatif. Le lactate est transféré au foie par la 
circulation sanguine, où il est reconverti en pyruvate par la lactate 
déshydrogénase pour donner ensuite du glucose par la gluconéo- 
genèse, Ainsi, par l'intermédiaire de la circulation sanguine, le foie 


FIGURE 23-9 Cycle des Cori. Le lactate produit par la glycolyse mus- 
culaire est transporté par le sang jusqu'au foie, où il est transformé en 
glucose par la gluconéogenèse. Le sang ramène le glucose au muscle, où 
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et le muscle participent à un cycle métabolique appelé le cycle des 
Cori (Fig. 23-9) en l'honneur de Carl et Gerti Cori qui furent les 
premiers à le décrire. C’est le même « cycle futile » glycolyse/glu- 
conéogenèse consommant de l'ATP que celui dont nous avons déjà 
parlé. Cependant dans ce cas, au lieu de coexister dans la même 
cellule, les deux voies se déroulent dans deux organes différents. 
L'ATP du foie est utilisé pour régénérer le glucose à partir du lac- 
tate formé dans le muscle. Le glucose resynthétisé retourne au 
muscle, pour y être stocké sous forme de glycogène et utilisé, à la 
demande, pour former de l'ATP pour la contraction musculaire. 
L'ATP utilisé par le foie dans ce processus est régénéré par les 
phosphorylations oxydatives. Après un exercice intense, il faut par- 
fois au moins trente minutes pour que tout le lactate ainsi produit 
soit converti en glycogène et que la vitesse de consommation en 
oxygène retourne à la normale : c'est ce qu'on appelle la dette en 
oxygène. 


2 H CYCLE DU GLYOXYLATE 


Les plantes, à l'inverse des animaux, ont des enzymes qui permet- 
tent la transformation nette d'acétyl-CoA en succinate, lequel est 
alors converti, via le malate, en oxaloacétate. C'est le rôle du cycle 
du glyoxylate (Fig. 23-10), une voie qui nécessite des enzymes du 
glyoxysome (organite membraneux des plantes ; Section 1-2A). Le 
cycle du glyoxylate implique cinq enzymes, dont trois participent 
également au cycle de l'acide citrique : la citrate synthase, l'aco- 
nitase et la malate déshydrogénase. Les deux autres enzymes, 
l'isocitrate lyase et la malate synthase, sont propres au cycle du 
glyoxylate. 

Le cycle du glyoxylate comprend cinq réactions (Fig. 23-10): 


Réactions 1 et 2. L'oxaloacétate glyoxysomial se condense 
avec de l’acétyl-CoA pour donner du citrate, qui est isomérisé en 
isocitrate comme dans le cycle de l'acide citrique. Puisque le 
glyoxysome ne contient pas d’aconitase, on pense que la Réac- 
tion 2 se déroule dans le cytosol. 

Réaction 3. L'isocitrate lyase du glyoxysome scinde l'isoci- 
trate en succinate et glyoxylate (d'où le nom du cycle). 

Réaction 4. La malate synthase, une enzyme du glyoxysome, 
catalyse la condensation du glyoxylate avec une deuxième molé- 
cule d'acétyl-CoA pour donner du malate. 


Réaction 5. La malate déshydrogénase glyoxysomiale cata- 
lyse l'oxydation du malate en oxaloacétate avec le NAD* comme 
cofacteur, ce qui boucle le cycle. 


La voie du glyoxylate aboutit donc à la transformation nette de 
deux molécules d'acétyÿl-CoA en succinate au lieu de donner 
quatre molécules de CO, comme dans le cas du cycle de l'acide 
citrique. Le succinate produit dans la Réaction 3 est transporté aux 
mitochondries où il entre dans le cycle de l'acide citrique pour 
donner du malate, lequel a deux devenirs possibles : (1) conversion 
en oxaloacétate dans la mitochondrie et passage par le cycle de 
l'acide citrique, ce qui fait du cycle du glyoxylate un processus 
anaplérotique (Section 21-5); ou bien (2) transport vers le cytosol 
où il est converti en oxaloacétate et entre dans la voie gluconéo- 
génique. 

La réaction globale du cycle du glyoxylate se solde donc par la 
formation d'une molécule d'oxaloacétate à partir de deux molé- 
cules d'arétul-CoA : 
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FIGURE 23-10 Cycle du glyoxylate, Ce cycle se solde par la transfor- 
mation nette dans le glyoxysome de deux acétyl-CoA en succinate, qui 
peut être converti en malate dans la mitochondrie et utilisé pour la gluco- 
néogenèse. L'isocitrate lyase et la malate synthase, enzymes que l'on ne 
trouve que dans les glyoxysomes des plantes, sont encadrées en bleu, 
(1) La citrate synthase glyoxysomiale catalyse la condensation de l'oxa- 
loncétate avec l'acétyl-CoA pour former du citrate. (2) L'aconitase cyto- 
solique catalyse la transformation du citrate en isocitrate, (3) L'isocitrate 
lyase catalyse la scission de l'isocitrate en succinate et glyoxylate, (4) La 


2Acétyl-CoA + 2NAD* + FAD + 
oxaloacétate + 2CoA + 2NADH + FADH, + 2H* 


L'isocitrate lyase et la malate synthase, les seules enzymes de la 
voie du glyoxylate propres aux plantes, permettent aux graines en 
germination de transformer leurs triacylglycérols de réserve, par 
l'intermédiaire de l'acétyl-CoA, en glucose. On a longtemps pensé 
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malate synthase catalyse la condensation du glyoxylate avec l'acétyl-CoA 
pour donner du malate, (5) La malate déshydrogénase glyoxysomiale 
Catalyse l'oxydation du malate en oxaloncétate, ce qui boucle le cycle. 
(6) Le succinate est transporté dans la mitochondrie où il est converti en 
malate dans le cycle de l'acide citrique. (7) Le malate est transporté dans 
le cytosol, où la malate déshydrogénase catalyse son oxydation en oxa- 
loucétate, qui peut être utilisé pour la gluconéogenèse. (8) Le malate peut 
aussi continuer ses transformations dans le cycle de l'acide citrique, ce 
qui rend anaplérotique le cycle du glyoxylate, 


mutant d'Arabidopsis thaliana (plante oléagineuse) qui ne possède 
pas d'isocitrate lyase et donc incapable de transformer les lipides 
en glucides, germe quand même. Il faut diminuer l'apport de 
lumière à ces plantes mutantes pour les empêcher de germer. L'im- 
portance du cycle du glyoxylate pour le développement de la 
graine semble donc liée à sa fonction anaplérotique de fournir des 
unités à 4 carbones au cycle de l'acide citrique, qui peut alors oxy- 
der l'arétul on A nrnvenant du traeviolurérol 
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FIGURE 23-12 Lactose synthase. Cette enzyme catalyse la formation 
de lactose à partir d'UDP-galactose et de glucose. 


a. Les glycoprotéines N-liées sont synthétisées en quatre 
étapes 
Les glycoprotéines N-liées sont formées dans le réticulum 
endoplasmique et affinées dans l'appareil de Golgi. La synthèse de 
la copule glucidique fait intervenir quatre étapes : 


1. Synthèse d'un précurseur oligosaccharidique lié à un lipide. 

2. Transfert de ce précurseur à N d’une chaîne latérale d'un 
résidu Asn du peptide en croissance. 

3. Élimination de quelques résidus de sucre du précurseur. 

4. Addition de résidus de sucre au noyau oligosaccharidique 
restant. 


Voyons ces différentes étapes successivement. 


b. Les oligosaccharides N-liés sont construits sur le 

dolichol 

Les oligosaccharides N-liés sont d'abord synthétisés sous 
forme de précuseurs liés à un lipide. Le composé lipidique dans ce 
processus est le dolichol, un polyisoprénol à longue chaîne com- 
portant entre 14 et 24 unités isoprène (17-21 unités chez les ani- 
maux et 14-24 unités chez les champignons et les plantes ; les uni- 
tés isoprène sont des unités en C; ayant le squelette carboné de 
l'isoprène ; Section 25-GA), lié au précurseur oligosaccharidique 
par l'intermédiaire d’un pont pyrophosphate (Fig. 23-14). I 
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FIGURE 23-13 Types de liaison saccharide-polypeptide dans les gly- 
coprotéines. (a) Liaison glycosidique N-liée à un résidu Asn dans la 
séquence Asn-X-Ser/Thr. (b) Liaison glycosidique O-liée à un résidu Ser 
(ou Thr). (c) Liaison glycosidique O-liée à un résidu $-hydroxylysine 
dans le collagène. (d) Liaison amide entre le résidu aminoacide C-termi- 
nal d'une protéine et le pont phosphoéthanolamine lié au C6 d'un résidu 
mannose de l'ancre glycosylphosphatidylinositol (GP1). Le groupement 
X (en vert) désigne le reste de l'ancre GPI (Fig. 12-30). 


semble que le dolichol ancre l'oligosaccharide en formation à la 
membrane du réticulum endoplasmique. Ce sont Armando Parodi 
et Luis Leloir qui montrèrent en 1972 que la synthèse de glyco- 


FIGURE 23-14 Dolichol-pyrophos- 
phoryl-glycoside. Les précurseurs oli- 
C4 ju gosaccharidiques des glycosides N-liés 
sont synthétisés sous forme de doli- 
chol-pyrophosphoryl-glycosides. Les 
dolichols sont des polyisoprénols à 
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hydrogène avec l'atome O de l'hydroxyle de Ser ou Thr (Fig. 23- 
16a). Cela explique pourquoi Pro ne peut occuper la position X ; 
elle empêcherait la séquence Asn-X-Ser/Thr de prendre la confor- 
mation indispensable à l'établissement de la liaison hydrogène 
présumée. 

La protéine G du VSV est N-glycosylée par une oligosaccha- 
ryltransférase (OST) membranaire multimérique de -300 kD qui 
reconnaît la séquence Asn-X-Ser/Thr (Fig. 23-15, Réaction 10). 
Erst Bause a proposé pour l'OST un mécanisme catalytique où 
une base de l'enzyme enlève un proton au groupement hydroxyle 
Ser/Thr qui, à son tour, enlève un proton au groupement NH, de 
Asn, ce qui provoque son attaque nucléophile sur l'oligosaccahride 
(Sac), lequel déplace alors le groupemement pyrophosphate du 
dolichol (Fig. 23-16A). L'observation suivante milite en faveur de 
ce mécanisme, Faire réagir l'OST avec le dolichol-PP-oligosac- 
charide et un substrat modèle hexapeptidique contenant la 
séquence Asn-X-époxyéthylGly (plutôt que Asn-X-Ser/Thr) inac- 
tive irréversiblement l'enzyme en la fixant de manière covalente à 
l'hexapeptide à présent glycosylé (Fig. 23-16b). 


f. Le cycle calnexine/calréticuline facilite le repliement des 
glycoprotéines 
La maturation du cœur oligosaccharidique des glycoprotéines 
débute dans le réticulum endoplasmique par l'élimination enzy- 
matique de ses trois résidus glucose (Fig. 23-17, Réactions 2 et 3) 
et d'un de ses résidus mannose (Fig. 23-17, Réaction 4) avant le 
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FIGURE 23-17 Rôle du cycle calnexine/calréticuline dans le replie- 
ment | des glycoprotéines au sein du réticulum endoplasmique, Les 


PORTE ATELIER EU PORT TT DE ENCSNAEET VPOENT VOLE TRES VV 


repliement de la protéine dans sa conformation native. Il ne s'agit 
pas d'un processus direct, car l'UDP-glucose :glycoprotéine glu- 
cosyltransférase (GT), protéine soluble de 1513 résidus, gluco- 
syle à nouveau les oligosaccharides des glycoprotéines partielle- 
ment repliées, ce qui inverse l'enlèvement du dernier des trois 
résidus glucose par la glucosidase II (Fig. 23-17, Réaction 3). Ce 
cycle futile (la plupart des glycoprotéines sont reglucosylées au 
moins une fois) participe à un processus de repliement des glyco- 
protéines assisté par des chaperons, appelé cycle calnexine/calré- 
ticuline, La calnexine (CNX ; protéine membranaire de -570 rési- 
dus) et la calréticuline (CRT ; son homologue soluble de -400 
résidus) sont des lectines résidant dans le RE qui fixent les glyco- 
protéines partiellement repliées porteuses d'un oligosaccharide 
monoglucosylé et protègent ainsi ces glycoprotéines vis-à-vis de la 
dégradation et d'un transfert prématuré dans l'appareil de Golgi. 
Si une glycoprotéine est libérée et déglucosylée avant son replie- 
ment adéquat, la GT, qui ne reconnaît que les glycoprotéines non 
natives, la glucosyle à nouveau de sorte que le cycle CNX/CRT 
puisse se répéter. La CNX et la CRT fixent toutes les deux 
l'ERp57, une thiol oxydo-réductase de 481 résidus homologue à 
la protéine disulfure isomérase (PDI ; Section 9-2A). Tandis que la 
glycoprotéine partiellement repliée est fixée au complexe, l'ERp57 
catalyse les réactions d'échange de groupements disulfure pour 
faciliter la formation de liaisons disulfure appariées correctement. 
Les complexes CNX/ERp57 et CRT/ERp57 sont donc respon- 
sables de l'exactitude du repliement et de la position des ponts 
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téine glucosyltransférase (GT), la calréticuline (CRT), la calnexine 
(CNX) et la thiol oxydo-réductase ERp57 ; et (4) l'a-1,2-mannosidase du 
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disulfure pour les glycoprotéines dans le RE. L'importance de ce 
phénomène est illustrée par le fait que les souris knockout pour le 
gène codant la CRT meurent in utero. 

La structure par rayons X du domaine luminal de la calnexine 
(résidus 61-458), déterminée par Miroslaw Cygler, révèle une 
structure inhabituelle (Fig. 23-18): un domaine globulaire com- 
pact (résidus 61-262 et 415-458) d'où se projette un bras de 145 À 
de long (résidus 270-414). Le domaine globulaire forme un sand- 
wich en feuillets B antiparallèles, un à 6 segments et un à 7 seg- 
ments, qui fixe un ion Ca?* et ressemble aux lectines des légumi- 
neuses comme la concanavaline A (Fig. 8-40). Ce domaine fixe le 
glucose sur sa face concave (en bleu) bordée de groupements for- 
mant des liaisons hydrogène qui, d’après la construction de 
modèles, fixent la partie (glucose), (mannose), du substrat naturel 
(glucose), (mannose), de la calnexine. Le long bras, qui forme une 
épingle à cheveux en extension, est appelé domaine P car il 
contient quatre copies contenant chacune deux motifs riches en 
Pro différents disposés en séquence 11112222, chaque motif 1 de 
18 résidus étant en association antiparallèle avec un motif 2 de 
-14 résidus sur le segment opposé de l'épingle à cheveux. Cha- 
cune de ces paires de motifs a une structure semblable, ses résidus 
conservés établissant des interactions identiques au sein de chaque 
paire. On a montré que le domaine P constitue le site de liaison de 
ERp57 dans la calnexine et la calréticuline. 


g. La maturation des glycoprotéines se termine dans 
l'appareil de Golgi 
Une fois repliée selon sa conformation native et amputée d'un 
de ses résidus mannosyle par l'&-1,2-mannosidase du RE (Fig. 23- 
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FIGURE 23-18 Structure par rayons X de la partie luminale de La 
calnexine de chien. Les feuillets B antiparallèles à 6 et 7 segments de 
son domaine globulaire sont colorés en orange et en bleu, avec les autres 
régions en gris et l'ion Ca?* qui lui est fixé étant représenté par une 
sphère en vert clair, Dans le domaine P, les motifs 1 sont alternativement 
en vert et en jaune, et les motifs 2 alternativement en magenta et en bleu- 
vert. [D'après une structure par rayons X due à Miroslaw Cygler, Bio- 
technolnov Recpsarch Inetitute NRO Montréal Ohnfhas C'anacla PDRid 


17, étape 4), la glycoprotéine est véhiculée dans des vésicules 
membraneuses vers l'appareil de Golgi pour la pousuite de sa 
maturation (Fig. 23-19), Comme étudié dans la Section 12-4C, 
l'appareil de Golgi (Fig. 12-51) est constitué (en allant du RE vers 
l'extérieur) du réseau cis-Golgi, par où les glycoprotéines entrent 
dans l'appareil de Golgi ; puis d'un empilement d'au moins trois 
types de saccules, les citernes cis, médianes et trans ; et du réseau 
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FIGURE 23-19 Maturation de l'oligosaccharide sur la protéine G du 
VSV dans le Golgi. Les réactions sont catalysées par : (1) l'a-mannosi- 
dase 1 du Golgi, (2) la N-acétylglucosaminyltransférase I, (3) l'œ-manno- 
sidase IE du Golgi, (4) la N-acétylglucosaminyltransférase 11, (5) la fuco- 
syltransférase, (6) la galactosyltransférase, et (7) la sialyltransférase. Les 
protéines lysosomiales sont modifiées par : (1) la N-acétylglucosaminyl 
phosphotransférase et (HI) la N-acétylglucosamine- 1-phosphodiester &-N- 
arétvlelnensaminidass [Modifñé d'anrèe Kornfeld R et Komfeli S_ 
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FIGURE 23-21 Structure chimique de la tunicamycine, Compa- 
raison des structures chimiques de (a) la tunicamycine, un inhibiteur 
de glycosylation et (b) le dolichol-P + l'UDP-N-acétylglucosamine. 
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saccharidiques liés à un lipide. La bacitracine est utilisée contre  i. Les oligosaccharides O-liés sont formés après la 


certaines maladies parce qu'elle détruit les parois des cellules bac- 
tériennes sans affecter les cellules animales car elle ne peut tra- 
verser les membranes cellulaires (la biosynthèse de la paroi cellu- 
laire bactérienne est un processus extracellulaire). 
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traduction 
L'étude de la biosynthèse de la mucine, une glycoprotéine O-liée 
sécrétée par les glandes salivaires sous-maxillaires, a montré que 
les oligosaccharides O-liés sont synthétisés dans l'appareil de 
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Golgi par additions successives d'unités monosaccharidiques à 
une chaîne polypeptidique achevée (Fig. 23-23), La synthèse com- 
mence par le transfert de N-acétylgalactosamine (GalNAc) depuis 
l'UDP-GalNAc à un résidu Ser ou Thr du polypeptide catalysé par 
la GalNAc transférase. Contrairement aux oligosaccharides N- 
liés, qui sont transférés à une Asn se trouvant dans une séquence 
d'acides aminés spécifique, les résidus Ser et Thr O-glycosylés ne 
font pas partie d’une séquence commune. On pense plutôt que les 
sites de glycosylation sont déterminés par les structures secondaire 
et tertiaire du polypeptide. La glycosylation se poursuit par addi- 
tions successives de galactose, d'acide sialique, de N-acétylgluco- 
samine et/ou de fucose catalysées par les glycosyltransférases cor- 
respondantes, 


j. Les oligosaccharides des glycoprotéines servent de sites 

de reconnaissance 

Les glycoprotéines synthétisées dans le réticulum endoplas- 
mique et arrivées à maturation dans l'appareil de Golgi sont soit 
sécrétées, soit insérées dans des membranes cellulaires, soit incor- 
porées dans des organites intracellulaires comme les lysosomes. 
Cela suggère que les motifs oligosaccharidiques servent de mar- 
queurs de reconnaissance pour ce processus d'aiguillage. Par 
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FIGURE 23-23 Voie de synthèse présumée de la partie glucidique 
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exemple, l'étude de la maladie dite des inclusions (I-cell disease ; 
Section 12-4C) a montré que les enzymes glycoprotéiques desti- 
nées aux lysosomes ont un résidu mannose qui est phosphorylé en 
mannose-6-phosphate (M6P) dans les citernes cis du Golgi. Cette 
transformation met en jeu deux enzymes (Fig. 23-19, Réactions 1 
et IT) qui reconnaîtraient les formes précurseur des enzymes lyso- 
somiales grâce à plusieurs caractéristiques structurales de ces pro- 
téines plutôt que par la présence d'une séquence d'acides aminés 
spécifique. Dans le trans-Golgi, les glycoprotéines porteuses de 
M6P sont triées dans des vésicules tapissées liées à des lysosomes. 
Ce tri implique leur liaison spécifique à l’un des deux récepteurs 
du M6P, l'un d'eux étant une glycoprotéine membranaire de 
275 kD appelée récepteur M6P/IGF-II (car on a montré que ce 
récepteur du M6P est la même protéine que le récepteur du fac- 
teur de croissance II de type insuline ; en anglais : insulinlike 
growth factor Il receptor). Les personnes atteintes de cette mala- 
die des inclusions ne possèdent pas l'enzyme qui catalyse la phos- 
phorylation du mannose (Fig. 23-19, Réaction 1), ce qui se traduit 
par la sécrétion des enzymes normalement localisées dans les lyso- 
somes. 

Les antigènes des groupes sanguins ABO (Section 12-3E) sont 
des glycoprotéines O-liées. Leurs oligosaccharides caractéristiques 
sont des constituants de lipides de la surface cellulaire et de pro- 
téines que l’on trouve dans différentes sécrétions comme la salive. 
Ces oligosaccharides sont des sites de reconnaissance par les anti- 
corps. 

On pense que les glycoprotéines interviennent dans les recon- 
naissances entre cellules. Par exemple, un oligosaccharide O-lié 
d'une glycoprotéine qui recouvre la surface de l’ovule de souris 
(zona pellucida) sert de récepteur au . Même si cet 
oligosaccharide est détaché de sa protéine, il garde la faculté de se 
lier au spermatozoïde de souris. 


k. Protéines liées au GPI 

Les groupements glycosylphosphatidylinositol (GPT) permettent 
d’ancrer de nombreuses protéines à la surface externe de la mem- 
brane plasmique des cellules eucaryotes, solution alternative à 
l'existence de domaines polypeptidiques transmembranaires (Sec- 
tion 12-3B ; Fig. 12-30). Cet ancrage résulte d'une transamidation 
d’un glycolipide GPI préformé, moins d’une minute après la syn- 
thèse et le transfert d’une protéine cible dans le RE. La biosynthèse 
du noyau central du GPI (Fig. 23-24a) commence du côté cyto- 
plasmique du RE par le transfert de N-acétylglucosamine à partir 


FIGURE 23-24 Ancres GPL (Page opposée) (a) Synthèse du noyau 
tétrasaccharidique du glycosylphosphatidylinositol (GPT). Les enzymes et 
étapes suivantes sont impliquées : (1) Complexe UDP-GIcNAc:PI 

«16 N-acétylglucosaminyltransférase, (2) GI:NAc-PI de-N-acétylase, 
(3) inositol acyltransférase, (4) Dol-P-Man:GicN-PI/GIeN—{(acyl)PI 
«14 mannosyltransférase (MT-I), (5) une éthanolamine phosphotrans- 
férase, (6) Dol-P-Man:Man,GlcN-{acyl)PI «1-26 mannosyltransférase 
(MT:-I), (7) Dol-P-Man:Man,GIeN—(acyl)PI &1-32 mannosyltransférase 
(MT-I), (8) remaniement de La partie lipidique (remplacement des grou- 
pements d'acide gras sur le PI), et (9) transfert de phosphoéthanolamine 
à partir de phosphatidyléthanolamine sur l'hydroxyle en C6 du résidu 
mannose terminal du noyau tétrasaccharidique par une éthanolamine 
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d'UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) sur l'hydroxyle en 
position 6 de l'inositol du phosphatidylinositol, suivi de l’enlève- 
ment du groupement acétyle. Vient ensuite, chez les mammifères, 
l'acylation de l'inositol en position 2, la translocation du produit 
du côté luminal du RE, puis l'addition de mannose à partir de doli- 
chol-P-mannose (dol-P-man; Fig. 23-15) et de phosphoéthanola- 
mine à partir de phosphatidyléthanolamine (Tableau 12-2), comme 
le montre la Fig. 23-24a. Ce noyau est ensuite modifié par plu- 
sieurs additions de résidus de sucre selon les espèces et la protéine 
à laquelle il est attaché. Il y a une très grande diversité dans la 
nature des résidus d'acides gras des ancres GPI, en raison du 
renouvellement important en lipides durant la synthèse de l'ancre 
GPI. Les protéines cibles sont ancrées à la surface de la membrane 
suite à l'attaque nucléophile d'un groupement aminoacyle spéci- 
fique de la protéine proche de son extrémité C-terminale par le 
groupement amino du résidu phosphoéthanolamine du GPI, ce qui 
permet une transamidation qui libère un peptide signal hydrophobe 
de 20 à 30 résidus C-terminal (Fig. 23-24b). Les groupements GPI 
étant liés à des protéines sur le côté luminal du RER, les protéines 
ancrées au GPI se projettent sur la face externe de la membrane 
plasmique (Fig. 12-53). Cependant, elles sont distribuées inégale- 
ment dans le feuillet externe de la membrane plasmique en raison 
de leur association préférentielle avec des radeaux de sphingoli- 
pides-cholestérol (Section 12-3C). 

La structure du noyau GPI a été conservée au cours de l'évo- 
lution chez tous les eucaryotes, malgré des différences dans sa voie 
de synthèse entre les espèces. Par exemple, la surface cellulaire des 
trypanosomes qui provoquent la maladie du sommeil africaine 
(maladie débilitante et souvent mortelle qui affecte des millions de 
personnes en Afrique sub-saharienne) est recouverte d'une glyco- 
protéine de surface variante (VSG) associée à la membrane plas- 
mique par une ancre GPI. Cette couverture de VSG dissimule la 
membrane plasmique du trypanosome vis-à-vis du système immu- 
nitaire de l'hôte, bien qu'il reconnaisse et attaque la VSG elle- 
même. Le parasite est néanmoins capable d'échapper aux défenses 
immunitaires de l'hôte car il possède un répertoire génétique d'en- 
viron mille VSG immunologiquement distinctes. Un trypanosome 
donné n'exprime qu'un des ses gènes VSG, si bien que l'hôte peut 
monter, en à peu près une semaine, une attaque immunologique 
efficace contre la population majoritaire de VSG (Section 35-2A). 
Cependant, en exprimant d’autres gènes VSG, une nouvelle popu- 
lation de trypanosomes prend le dessus jusqu'à la nouvelle réponse 
immunitaire suivante, un cycle qui se répète jusqu’à la mort de 
l'hôte. La comparaison de la voie de biosynthèse du GPI des try- 
panosomes avec celle des mammifères a montré plusieurs diffé- 
rences, comme l'inversion des Etapes 3 et 4 de la Fig. 23-23a chez 
les trypanosomes. Ces différences, et d’autres concernant la spéci- 
ficité de substrats des enzymes de cette voie, ont ouvert des pistes 
pour la mise au point de médicaments contre la maladie du som- 
meil. 


4 M VOIE DES PENTOSES PHOSPHATE 


L'ATP est la « monnaie énergétique » de la cellule; son hydro- 
lyse exergonique est couplée à des fonctions cellulaires qui 
seraient endergoniques sans elle, Les cellules ont une deuxième 
« monnaie », la puissance réductrice. De nombreuses réactions 
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gras (Section 25-4) et du cholestérol (Section 25-6A), ainsi que 
la photosynthèse (Section 24-3A), ont besoin de NADPH en plus 
de l'ATP. Malgré leur analogie chimique évidente, le NADPH et 
le NADH ne sont pas métaboliquement interchangeables (se rap- 
peler que ces coenzymes ne diffèrent que par la présence d'un 
groupement phosphate en 2'-OH de la partie adénosine du 
NADPH ; Fig. 13-2). Alors que le NADH participe à la synthèse 
de l'ATP en utilisant l'énergie libre provenant de l'oxydation de 
métabolites (les phosphorylations oxydatives), /e NADPH permet 
l'utilisation de l'énergie libre issue de l'oxydation de métabolites 
pour des biosynthèses réductrices qui seraient endergoniques 
sans elle. Cette distinction est possible en raison de la très 
grande spécificité, vis-à-vis de leurs coenzymes respectifs, des 
déshydrogénases intervenant dans le métabolisme oxydatif et le 
métabolisme réducteur. Normalement, les cellules maintiennent 
leur rapport [NAD'‘J/INADH] proche de 1000, ce qui favorise 
l'oxydation de  métabolites, tandis que leur rapport 
[NADP*J/INADPH] est maintenu proche de 0,01, favorisant ainsi 
la réduction de métabolites. 

Le NADPH est formé par l'oxydation du G6P par une autre 
voie que la glycolyse, la voie des pentoses phosphate [appelée 
aussi shunt des hexoses monophosphate (HMP) ou voie du phos- 
phogluconate ; Fig. 23-25]. Cette voie produit également le 
ribose-S-phosphate (RSP), un précurseur essentiel pour la syn- 
thèse des nucléotides (Sections 28-1, 28-2 et 28-5). La première 
preuve de l'existence de cette voie fut obtenue dans les années 
1930 par Oo Warburg, qui découvrit le NADP* alors qu'il étudiait 
l'oxydation du G6P en 6-phosphogluconate. Des preuves supplé- 
mentaires vinrent du fait que des tissus continuent à respirer en 
présence de fortes concentrations en ion fluorure, qui, rappelons- 
le, bloque la glycolyse au niveau de l'énolase (Section 17-21). 
Cependant, ce n'est que dans les années 1950 que la voie des pen- 
toses phosphate fut élucidée par Frank Dickens, Bernard Horecker, 
Fritz Lipmann et Efraim Racker. Les tissus qui assurent la biosyn- 
thèse des acides gras et du cholestérol (le foie, les glandes mam- 
maires, le tissu adipeux et les corticosurrénales) sont particulière- 
ment riches en enzymes de la voie des pentoses phosphate. Ainsi, 
environ 30 % de l'oxydation du glucose dans le foie est assurée par 
cette voie. 

La réaction globale de la voie des pentoses phosphate est : 


3G6P + 6NADP" + 3H,0 == 
6NADPH + 6H* + 3CO, + 2F6P + GAP 
Cependant, on peut distinguer trois phases dans la voie : 


1. Des réactions d'oxydation (Fig. 23-25, Réactions 1-3), qui 
donnent du NADPH et du ribulose-5-phosphate (RuSP). 


3G6P + 6NADP* + 3H,0 
6NADPH + 6H* + 3CO, + 3RuSP 


2. Des réactions d'isomérisation et d’épimérisation (Fig. 23- 
25, Réactions 4 et 5), qui transforment le RuSP en ribose-5-phos- 
phate (R5P) ou en xylulose-5-phosphate (XuSP). 


3RuSP =—= RSP + 2Xu5P 


3. Une série de réactions de rupture et de formation de liaisons 
C—C (Fig. 23-25, Réactions 6-8) qui transforment deux molécules 
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FIGURE 23-25 Voie des pentoses phosphate. Le nombre de lignes dans 
une flèche représente le nombre de molécules mises en jeu lors d'un tour 
de la voie afin de transformer trois G6P en trois CO;, deux F6P et un 

GAP. Par souci de clarté, les sucres à partir de la Réaction 3 sont donnés 


6-phosphate (F6P) et une molécule de glycéraldéhyde-3-phosphate 
(GAP). 


RSP + 2Xu5P == 2F6P + GAP 


Les réactions des deux dernières phases sont tout à fait réversibles 
ei hian nna lance nenduite da la unie variant an fnnrtinn das haenine 


en représentation linéaire, Le squelette carboné de RSP et les atomes qui 
en sont issus sont en rouge et ceux de XuSP sont en vert. Les unités en 

C; transférées par la transcétolase sont ombrées en vert et les unités en 

C, transférées par la transaldolase sont ombrées en bleu. 


de la cellule, Par exemple, quand du R5P est nécessaire pour la 
biosynthèse de nucléotides, la Phase 3 s'inverse pour produire, 
sans réaction oxydative, du RSP à partir de F6P et de GAP. Dans 
cette section, nous étudierons les trois phases de la voie des pen- 
toses phosphate et le contrôle de cette voie. Nous terminerons en 
Étudiant ne nnnefmnnnne Aa l'una An ene annmalise 


866 Chapitre 23. Autres voies du métabolisme des glucides 


lase (une autre enzyme à TPP ; Fig. 17-28). Les structures des deux 
enzymes sont tellement semblables qu'il est probable qu'elles sont 
issues d’un ancêtre commun. 


b. La transaldolase catalyse le transfert d'unités en C, 

La transaldolase catalyse le transfert d’une unité en C; du S7P 
au GAP pour donner de l'érythrose-4-phosphate (E4P) et du F6P 
(Fig. 23-25, Réaction 7). La réaction fait intervenir un clivage 
aldolique qui débute par la formation d'une base de Schiff entre un 
groupement e-amino d’un résidu Lys essentiel de l'enzyme et le 
groupement carbonyle de S7P (Fig. 23-30). La transaldolase et 
l'aldolase de classe I (Section 17-2D) partagent un même méca- 
nisme réactionnel et peut-être un ancêtre commun, même si elles 
n'ont pas d'identité de séquence évidente. Les deux protéines sont 
en tonneau wf (Section 8-3B), mais la Lys formant la base de 
Schiff est sur B4 (quatrième segment B à partir de l'extrémité N- 
terminale) de la transaldolase alors qu'elle est sur B6 de l'aldolase 
de classe I. Si l’on superpose la structure en tonneau des deux 
enzymes, tout en maintenant l'alignement des segments B porteurs 
des résidus Lys formant la base de Schiff, on obtient une meilleure 
correspondance qu'en maintenant l'alignement des tonneaux &/f 
complets. De plus, cinq des paires de résidus du site actif appariés 
dans la première superposition sont identiques. Ceci suggère que, 
lors de l’évolution, la séquence d'ADN codant les deux unités &/f 
a été transposée de l'extrémité N-terminale à l'extrémité C-termi- 
nale de l’aldolase de classe 1, déplaçant ainsi la Lys du site actif de 
B6 à f4. Ceute permutation circulaire des éléments structuraux 
d'un tonneau &/f ne modifie pas significativement sa structure. 


c. Une deuxième réaction catalysée par la transcétolase 

donne du GAP et une deuxième molécule de F6P 

Dans une deuxième réaction de transcétolisation, une unité en 
C, est transférée d’une deuxième molécule de Xu5P à l'E4P pour 
donner du GAP et une autre molécule de F6P (Fig. 23-25, Réac- 
tion 8). La troisième phase de la voie des pentoses phosphate trans- 
forme donc deux molécules de Xu5P et une molécule de RSP en 
deux molécules de F6P et une molécule de GAP. Ces transforma- 
tions de squelette carboné (Fig. 23-25, Réactions 6-8) sont résu- 
mées dans la Fig. 23-31. 


D. Contrôle de la voie des pentoses phosphate 


Les principaux produits de la voie des pentoses phosphate sont le 
R5P et le NADPH. Les réactions de la transaldolase et de la trans- 
cétolase permettent de transformer le RSP en excès en intermé- 
diaires de la glycolyse quand le besoin métabolique en NADPH 
excède celui du RSP pour la biosynthèse des nucléotides. Le GAP 


FIGURE 23-30 Mécanisme de la transaldolase. La transaldolase 
contient un résidu Lys essentiel qui forme une base de Schiff avec le S7P 
qui facilite la réaction de scission aldolique. La réaction se déroule 
comme suit : (1) Le groupement e-aminé du résidu Lys forme une base 
de Schiff avec le groupement carbonyle de S7P. (2) Un carbanion en C3 
stabilisé par une base de Schiff se forme après la réaction de scission 
aldolique entre C3 et C4, et libération d'E4P. (3) Le carbanion stabilisé 
par résonance lié à l’enzyme s'ajoute à l'atome de carbone du groupe- 
ment carbonyle du GAP, donnant ainsi le F6P lié à l'enzyme par une 
base de Schiff. (4) La base de Schiff est hydrolysée, régénérant l'enzyme 
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si sensibles, en premier lieu, aux dommages membranaires). Les 
premiers traitements à la primaquine provoquent la lyse des glo- 
bules rouges anciens dont la G6PD anormale est déjà très dégra- 
dée. Les produits de la lyse stimulent l'arrivée de jeunes globules 
rouges plus riches en enzyme et donc mieux aptes à faire face au 
stress de la primaquine. 

On estime à environ 400 millions le nombre de personnes défi- 
cientes en G6PD, ce qui en fait l'enzymopathie humaine la plus 
fréquente. De fait, environ 400 variants de la G6PD ont été décrits 
et au moins 125 ont été caractérisés au plan moléculaire. L'activité 
de la G6PD dépend d'un équilibre dimère-tétramère, Nombre des 
sites mutés chez les individus le plus sévèrement atteints sont à 
l'interface du dimère, ce qui déplace l'équilibre en faveur du 
monomère inactif et instable. 

Plusieurs variantes de G6PD sont très fréquentes. Par exemple, 
l'anomalie de type A7, qui n’a que 10% d'activité G6PD par rap- 
port à la normale, atteint 11 % de la population noire américaine. 
Cette variante est aussi la plus commune en Afrique sub-saha- 
rienne. La variante « Méditerranéenne » est décrite tout autour de 


la Méditerranée et au Moyen-Orient et elle touche 65 % des juifs 
Kurdes, la population la plus affectée. Le fait que les déficits en 
G6PD sont prépondérants dans les régions du globe où sévit la 
malaria, suggère que de telles mutations confèrent la résistance au 
parasite responsable de la malaria, Plasmodium falciparum (nous 
avons vu que c'était aussi le cas du trait drépanocytaire; Sec- 
tion 7-3A). Effectivement, deux études épidémiologiques portant 
sur plus de 2000 enfants africains porteurs de l'anomalie de type 
A° ont montré que cette déficience est associée à une réduction de 
—50 % du risque de malaria sévère chez les filles hétérozygotes et 
les garçons hémizygotes (la déficience en G6PD est un caractère 
lié à X). 

D'après des études in vitro, les érythrocytes ayant un déficit en 
G6PD sont des hôtes moins appropriés au parasite que les cellules 
normales car celui-ci a besoin des produits de la voie des pentoses 
phosphate et/ou parce que l'érythrocyte est lysé avant que le para- 
site ne soit mûr. Ainsi, tout comme pour le trait drépanocytaire 
(Section 7-3A), un déficit en G6PD confère un avantage sélectif à 
des personnes vivant dans des zones où la malaria est endémique. 


À —  —_—_—— —_— __—_—_—_———————— — — ———_— 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 & Gluconéogenèse Le lactate, le pyruvate, les intermédiaires 
du cycle de l'acide citrique et de nombreux acides aminés peuvent être 
transformés en glucose, avec formation intermédiaire d'oxaloacétate, 
via la gluconéogenèse. Pour ce faire, les trois réactions irréversibles de 
la glycolyse doivent être contournées. La réaction de la pyruvate kinase 
est contournée par transformation du pyruvate en oxaloacétate au cours 
d'une réaction ATP-dépendante catalysée par la pyruvate carboxylase, 
enzyme à biotine. L'oxaloacétate est ensuite décarboxylé et phospho- 
rylé en PEP en présence de GTP sous l'action de la PEPCK. Chez les 
organismes où la PEPCK est cytosolique, l'oxaloacétate doit être trans- 
porté de la mitochondrie au cytosol sous la forme intermédiaire de 
malate ou d'aspartate. La transformation en malate s'accompagne du 
transport au cytosol d'équivalents réducteurs sous forme de 
NADH. Les deux autres réactions irréversibles de la glycolyse, les 
réactions de la PFK et de l'hexokinase, sont contournées par la simple 
hydrolyse de leurs produits, FBP et G6P. respectivement par la FBPase 
et la glucose-6-phosphatase, Une molécule de glucose peut ainsi être 
synthétisée à partir de pyruvate aux dépens de quatre molécules d'ATP 
de plus que n'en forme le processus inverse. La glycolyse et la gluco- 
néogenèse sont régulées de sorte que le glucose est consommé quand la 
demande en ATP est forte, et synthétisé quand la demande en ATP est 
faible, Les contrôles de ces voies s'exercent au niveau des enzymes 
pyruvate kinase/pyruvate carboxylase-PEPCK, PFK/FBPase et hexoki- 
nase/glucose-6-phosphatase. La régulation de ces enzymes est assurée 
essentiellement par des interactions allostériques et des modifications 
covalentes AMPc-dépendantes d'enzymes et, pour la PEPCK, par 
modification de l'expression génique. Les muscles, qui ne peuvent 
assurer la gluconéogenèse, transfèrent par le sang beaucoup du lactate 
qu'ils produisent au foie, où il est transformé en glucose puis retourné 
aux muscles. Grâce au cycle des Cori la charge métabolique de forma- 
tion de l'ATP par oxydation nécessaire à la gluconéogenèse est dépla- 
cée des muscles au foie. 

2 M Cycle du glyoxylate Les animaux ne peuvent pas transfor- 
mer les acides gras en glucose car ils n’ont pas les enzymes nécessaires 
pour synthétiser l'oxaloacétate à partir d'acétyl-CoA. Toutefois, les 
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fait dans les glyoxysomes et qui transforme deux molécules d'acétyl- 
CoA en une molécule de succinate avec formation intermédiaire de 
glyoxylate, Le succinate est converti en oxaloacétate qui est utilisé pour 
la gluconéogenèse ou dans le cycle de l'acide citrique. 

3 B Biosynthèse des oligosaccharides et des glycoprotéines 
Les liaisons glycosidiques se forment par transfert de l'unité monosac- 
charidique d'un dérivé nucléotidique de sucre à une deuxième unité de 
sucre. Ces réactions interviennent dans la synthèse de disaccharides 
comme le lactose et dans celle des motifs oligosaccharidiques des gly- 
coprotéines. Dans les glycoprotéines N-liées, l'oligosaccharide est lié à 
la protéine par une liaison N-glycosidique à un résidu Asn dans la 
séquence Asn-X-Ser/Thr. Dans les glycoprotéines O-liées, l'oligosac- 
charide est lié à la protéine par une liaison O-glycosidique avec Ser ou 
Thr, ou, dans le cas des collagènes, avec une $-hydroxylysine. Dans les 
protéines liées au GPL, un groupement glycosylphosphatidylinositol est 
lié à la protéine par un pont phosphoéthanolamine intermédiaire qui 
forme une liaison amide avec le résidu C-terminal de la protéine, La 
synthèse des oligosaccharides N-liés commence dans le réticulum 
endoplasmique avec la formation par étapes d'un précurseur lié à un 
lipide constitué de dolichol pyrophosphate uni à un noyau oligosaccha- 
ridique commun de 14 résidus. L'oligosaccharide est ensuite transféré 
sur un résidu Asn d'une chaîne polypeptidique en cours d'élaboration. 
Le repliement correct de la glycoprotéine N-liée immature fait appel au 
cycle calnexine/calréticuline et la glycoprotéine est ensuite transférée, 
à l'intérieur d'une vésicule membraneuse, au réseau cis-Golgi. La 
maturation se termine par l'élimination de résidus mannose suivie de 
l'incorporation d'une variété d'autres monosaccharides catalysée par 
des enzymes spécifiques dans les citernes du cis-, médian- et trans- 
Golgi. Les glycoprotéines N-liées achevées sont triées dans les citernes 
du trans-Golgi selon la nature de leurs motifs oligosaccharidiques pour 
être transportées, par l'intermédiaire de vésicules membraneuses, à 
leurs sites cellulaires définitifs. On distingue trois types d'oligosaccha- 
rides N-liés, les oligosaccharides riches en mannose, complexes, ou 
hybrides, tous présentant un noyau commun, Les 
études sur la synthèse des glycoprotéines ont été facilitées par l'utilisa- 
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bent des enzymes spécifiques impliquées dans la synthèse de ces oligo- 
saccharides, Les oligosaccharides O-liés sont synthétisés dans l'appa- 
reil de Golgi par liaisons successives d'unités monosaccharidiques à 
certains résidus Ser ou Thr. Les composants glucidiques des glycopro- 
téines serviraient de marqueurs de reconnaissance pour le transport des 
glycoprotéines vers leurs sites cellulaires propres, ainsi que pour la 
reconnaissance entre cellules et par les anticorps. L'ancre GPI membra- 
naire est fixée à la protéine sur la face luminale du réticulum endoplas- 
mique, dirigeant ainsi les protéines à GPI sur le côté exteme de la mem- 
brane plasmique. 

4 M Voie des pentoses phosphate La cellule utilise le NAD°* 
dans les réactions d'oxydation, et a besoin de NADPH dans les biosyn- 
thèses réductrices. Le NADPH est régénéré par la voie des pentoses 
phosphate, une voie alternative d'oxydation du glucose. Cette voie syn- 
thétise aussi du RSP utilisé dans la synthèse des nucléotides. Les trois 
premières réactions de la voie des pentoses phosphate assurent l'oxyda- 
tion du G6P en RuSP avec libération de CO, et production de deux 
molécules de NADPH. Ensuite, le RuSP est soit isomérisé en RSP, soit 
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épimérisé en Xu5P. Chaque molécule de R5SP qui n'est pas utilisée dans 
la biosynthèse des nucléotides réagit avec deux molécules de Xu5P 
pour donner deux molécules de F6P et une molécule de GAP sous les 
actions successives de la transcétolase, de la transaldolase et, à nou- 
veau, de la transcétolase. Les produits de la voie des pentoses phos- 
phate dépendent des besoins cellulaires. Le F6P et le GAP peuvent être 
métabolisés via la glycolyse et le cycle de l'acide citrique ou recyclés 
via la gluconéogenèse. Si le NADPH est en excès, les dernières réac- 
tions de la voie peuvent s'inverser pour synthétiser du RSP à partir d'in- 
termédiaires de la glycolyse. La voie des pentoses phosphate est 
contrôlée à sa première étape d'engagement, la réaction de la glucose- 
6-phosphate déshydrogénase, par la concentration en NADP*. Une 
déficience génétique en glucose-6-phosphate déshydrogénase conduit à 
l'anémie hémolytique après administration de primaquine, un antima- 
larique. Cette déficience liée à X, due à une accélération de la dégrada- 
tion de l'enzyme mutée, confère la résistance à La malaria aux femmes 
hétérozygotes et aux hommes hémizygotes porteurs de ce trait. 
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RE RS Er Er 
PROBLÈMES 


1. Comparez les efficacités énergétiques relatives, en ATP par molé- 
cule de glucose oxydé, de l'oxydation du glucose par la glycolyse + le 
cycle de l'acide citrique par rapport à l'oxydation du glucose par la voie 
des pentoses phosphate + la gluconéogenèse, Supposez que le NADH et le 
NADPH sont tous les deux équivalents à trois ATP. 

2. Bien que les animaux ne puissent synthétiser de glucose à partir 
d'acétyl-CoA, si un rat est nourri avec du C-acétate, un peu de carbone 
marqué se retrouvera dans le glycogène extrait de ses muscles. Expliquez. 

3. Des substances qui inhibent des étapes d'élimination spécifique lors 
de la maturation de glycoprotéines N-liées ont été des instruments utiles 
pour élucider ce processus. Expliquez. 

4. Par des techniques de génie génétique judicieuses, vous avez obtenu 
une enzyme non régulée qui utilise aussi bien le NAD" que le NADP" dans 
une réaction d'oxydo-réduction. Quelles en seraient les conséquences phy- 
siologiques dans un organisme pourvu d'une telle enzyme ? 

$. Quelle est la variation d'énergie libre de la réaction 


NADH + NADP* => NAD* + NADPH 


dans les conditions physiologiques ? Supposez que AG° = 0 pour cette 
réaction et que T = 37°C. 


6. Si du G6P est marqué par du C sur le C2, quelle sera la distribu- 
tion du marqueur radioactif dans les produits de la voie des pentoses phos- 
phate après un tour de cycle ? Quelle sera la distribution isotopique après 
passage de ces produits dans la gluconéogenèse et un deuxième tour de la 
voie des pentoses phosphate ? 

7. Après addition de [1.2-lC]glucose au milieu de culture de cellules 
en prolifération rapide et isolement de leur ARN, vos trouvez que les 
atomes C1 et C2 des unités ribosyle sont marqués. Montrez, à l'aide des 
formules chimiques et des enzymes appropriées, comment la voie des pen- 
toses phosphate peut conduire à cette distribution isotopique. 

8. Dans un organisme, les contributions métaboliques relatives de la 
glycolyse + le cycle de l'acide citrique et de la voie des pentoses phosphate 
+ la gluconéogenèse peuvent être mesurées en comparant les vitesses de 
formation de CO, après administration de glucose marqué par C sur le 
C1, et de glucose marqué sur le C6. Expliquez. 

9. Partant du fait qu'une mutation normalement bénigne, voire même 
avantageuse, conduit à une sensibilité anormale à la primaquine, et tenant 
compte de la très grande complexité de la génétique des êtres humains, 
quelles sont, à votre avis, les chances d'obtenir des médicaments qui ne 
produisent pas d'effets secondaires atypiques chez n'importe quel indi- 
vidu ? 


NN 


La phase lumineuse 

A. Absorption de la lumière 

8. Transport des électrons chez les bactéries 
photosynthétiques 

C. Transfert d'électrons à deux centres photorécepteurs 

D, La photophosphorylation 

3 B La phase obscure 

A. Le cycle de Calvin 

B. Contrôle du cycle de Calvin 

C. Photorespiration et cycle des composés en C, 


La vie sur Terre dépend du soleil. Les plantes et les cyanobacté- 
ries captent chimiquement l'énergie solaire par la photosynthèse, 
un mécanisme dépendant de la lumière où le CO, est « fixé » pour 
former des glucides (CH,0). 


lumière 


Ce processus, au cours duquel du CO, est réduit et de l'H,0 est 
oxydée pour donner des glucides et de l'O, est, en gros, le méca- 
nisme en sens inverse de l'oxydation des glucides. Les glucides 
issus de la photosynthèse sont une réserve énergétique pour les 
organismes qui les synthétisent ainsi que pour les organismes non 
photosynthétiques qui, directement ou indirectement, consomment 
les organismes photosynthétiques. Même l'industrie moderne est 
très dépendante des produits de la photosynthèse dans la mesure 
où le charbon, le pétrole et le gaz (ce qu’on appelle les combus- 
tibles fossiles) sont très certainement des restes d'organismes 
anciens, On estime qu'annuellement la photosynthèse fixe -10!! 
tonnes de carbone, ce qui représente la mise en réserve de plus de 
101% kJ d'énergie. De plus, la photosynthèse produit depuis des 
siècles l'oxygène de l'atmosphère terrestre (Section 1-5C). 

Il a fallu presque deux siècles pour admettre que les plantes se 
nourrissaient d'éléments aussi peu substantiels que la lumière et 
l'air Fn 1648 le médecin flamand Jean-Baptiste van Helmont 


La photosynthèse 


constata que la croissance d'un saule dans un pot à partir d'une 
racine s'accompagnait d'une variation insignifiante du poids de la 
terre dans laquelle le saule avait été planté. Bien qu'un siècle dût 
passer avant que les lois sur la conservation de la matière ne soient 
formulées, van Helmont attribua le gain en poids de l'arbre à l'eau 
qu'il avait assimilée. Cette idée fut reprise en 1727 par Stephen 
Hales qui suggéra que les plantes extraient une partie de leur sub- 
stance de l'air. 

C'est le pasteur et chimiste pionnier anglais Joseph Priestley 
qui, le premier, montra que les plantes produisent de l'oxygène : 


Ayant remarqué que des bougies brülent particulièrement bien dans 
une atmosphère où des plantes ont poussé pendant un certain temps. 
et soupçonnant qu'il y avait un rapport entre les plantes et le renou- 
vellement de l'atmosphère spoliée par la respiration, j'ai pensé qu'il 
était possible que le même processus puisse renouveler l'air spolié par 
la combustion de bougies. C'est pourquoi, le 17 Août 1771, je plaçai 
un rameau de menthe dans un volume d'air restreint dans lequel une 
bougie avait brûlé jusqu'à s'éteindre et, le 27 du même mois, je 
constatai qu'une autre bougie y brûlait parfaitement bien, 


Bien que Priestley ne découvrit que plus tard l'oxygène, qu'il 
appela « »'air inflammable », c'est Antoine Lavoisier qui élucida 
son rôle dans la combustion et la respiration, Néanmoins, le tra- 
vail de Priestley inspira le médecin hollandais Jan Ingen-Housz 
qui montra en 1779 que le pouvoir «purificateur» des plantes 
était dû à l'influence de la lumière solaire sur leurs parties vertes. 
En 1782, le pasteur suisse Jean Sencbier montra que le CO. 
qu'il appelait «air fixé », est assimilé durant la photosynthèse. 
Son compatriote, Théodore de Saussure, montra en 1804 que La 
somme des poids de la matière organique formée par les plantes 
et de l'oxygène qu'elles produisent est supérieure au poids de 
CO, qu'elles absorbent. Il en conclut que l'eau, la seule autre 
substance ajoutée dans son système, était aussi nécessaire à la 
photosynthèse. Le dernier ingrédient à la recette globale de la 
photosynthèse fut découvert par le physiologiste allemand Robert 
Mayer, l'un des auteurs du premier principe de la thermodyna- 
mique, qui conclut que les plantes transforment l'énergie lumi- 
neuse en énereie chimique. 
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1 B LES CHLOROPLASTES 


Chez les eucaryotes (algues et plantes supérieures), la photosyn- 
thèse se déroule dans le chloroplaste (Section 1-2A), un membre 
d'une famille d'organites membraneux intracellulaires particuliers 
aux plantes, appelés plastides. Theodor Englemann fut le premier 
à montrer que les chloroplastes jouent un rôle dans la photosyn- 
thèse lorsqu'il observa en 1882 que de petites bactéries mobiles en 
quête d'O, se rassemblaient à la surface de l'algue Spirogyra, 
recouvrant son unique chloroplaste, à condition qu’il soit éclairé, 
Les chloroplastes doivent donc être le lieu de la libération de 
l'oxygène induite par la lumière, c'est-à-dire de la photosynthèse. 
Les chloroplastes, dont le nombre va de 1 à 1000 par cellule, ont 
des tailles et des formes très variables mais ont généralement une 
forme d'ellipsoïde de -5Sum de long. Comme les mitochondries, 
auxquelles ils ressemblent beaucoup, les chloroplastes ont une 
membrane externe très perméable et une membrane interne prati- 
quement imperméable, séparées par un espace intermembranaire 
étroit (Fig. 24-1), La membrane interne entoure le stroma, solu- 
tion concentrée d'enzymes qui contient aussi de l'ADN, des ARN 
et des ribosomes qui assurent la synthèse de plusieurs protéines 
chloroplastiques, tout comme la matrice mitochondriale. Le 
Stroma, à son tour, entoure un troisième compartiment membra- 
neux, le thylacoïde (du grec rhylacos, sac ou poche), Le thylacoïde 
correspond sans doute à une seule vésicule extrêmement repliée, 
bien que dans la plupart des organismes il se présente sous forme 
d'empilements de saccules en forme de disques appelés grana, 
reliés par des lamelles libres appelées lamelles du stroma. Nor- 
malement, un chloroplaste contient entre 10 et 100 grana. Les 
membranes du thylacoïde résultent d'invaginations de la mem- 
brane interne de chloroplastes en formation et correspondent donc 
aux crêtes mitochondriales. 

La composition en lipides de la membrane des thylacoïdes est 
particulière, On trouve seulement -10% de phospholipides ; la 
plus grande partie, -80 %, sont des mono- et digalactosyl diacyl- 
glycérols, le restant, -10 %, étant les sulfolipides sulfoquinovosyl 
diacylglycérols (le quinovose étant le 6-désoxyglucose) : 


Les chaînes d'acides gras de ces lipides sont fortement insaturées, 
ce qui explique le caractère particulièrement fluide de la membrane 
du thylacoïde. 

La photosynthèse se déroule en deux phases distinctes : 

L. La phase lumineuse qui utilise l'énergie de la lumière pour 
former du NADPH et de l'ATP. 

2. La phase obscure, où des réactions indépendantes de la 
lumière utilisent le NADPH et l'ATP pour synthétiser des glucides 
à partir de CO, et d'H,0. 

Les réactions de la phase lumineuse se déroulent dans la mem- 
brane des thylacoïdes selon un processus semblable aux transferts 
d'électrons et phosphorylations oxydatives mitochondriales (Sec- 
tions 22-2 et 22-3), Chez les procaryotes photosynthétiques, qui 
sont dépourvus de chloroplastes, la phase lumineuse a lieu dans la 
membrane plasmique (interne) de la cellule ou dans des structures 
fortement invaginées qui en dérivent, appelées chromatophores 
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FIGURE 24-1 Chloroplaste de mais, (a) Micrographie électromaque. (b) Représentation schématique, | Avec 


(a) 


FIGURE 24-7 Flux d'énergie à travers un complexe d'antennes pho- 
tosynthétique, (a) L'excitation provoquée par l'absorption d'un photon 

se déplace au hasard par transfert d'exciton parmi les molécules du com- 
plexe d'antennes (cercles vert pâle) jusqu'à ce qu'elle soit « piégée » par 


Les sous-unités & (56 résidus) et B (45 résidus) sont principale- 
ment constituées d'hélices uniques alignées quasi perpendiculaire- 
ment au plan de la membrane dans laquelle elles sont insérées. Les 
huit sous-unités &@ sont empilées côte à côte pour former un 
cylindre creux de — 31 À de diamètre (mesuré entre les axes des 


(a) 


FIGURE 24-8 Structure par rayons X de LH2 de Rs. molischianum., 
Les sous-unités & sont en violet et les sous-unités B en rose. Les chromo- 
phores fixés sont en bâtonnets, avec les BChl a en vert et les lycopènes 
en jaune. Les queues phytyle des BChl a ont été enlevées pour plus de 
clarté. (a) Vue perpendiculaire à la membrane bactérienne à partir du 


mtnnlenme ! as chafnse manlesmemti li... sn senmaulanméèlése mas dus tube 


Section 24-2, La phase lumineuse 877 


(b) Transfert d'excitons 
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la chlorophylle d'un RC (cercles vert foncé) ou, moins fréquemment, 
réémise sous forme de fluorescence. (b) L'excitation est « piégée » par la 
chlorophylle du RC car son état excité le plus faible a une énergie infé- 
rieure à celle des molécules de pigments antennaires. 


hélices). Chacune des huit sous-unités B est disposée en rayon 
extérieur à la sous-unité @& et participe ainsi à la formation d'un 
cylindre concentrique de - 62 À de diamètre. Seize des molécules 
de BChl a s'emplilent entre ces anneaux d'hélices comme dans 
une turbine à 16 pales. Ces systèmes annulaires successifs quasi 
parallèles de BChl a sont en contact de van der Waals partiel (leurs 
ions Mg'* sont séparés de — 9 À), leur plan étant perpendiculaire 
à celui de la membrane. Leurs atomes de Mg* sont chacun fixés 


(b) 


selon leurs atomes C,,. (b}) Vue parallèle à la membrane avec le cyto- 
plasme en haut. Les sous-unités de la protéine ne sont représentées que 
par leurs hélices, ici des cylindres. Les ions Mg?* sont représentés par 
des sphères blanches. [Avec la permission de Juergen Koepke et Harmut 
Michel, Max-Planck-Institut für Biochemie, Francfort, Allemagne. PDBid 
TrATE! 
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et des autres électrons de la molécule. Des espèces paramagné- 
tiques dont la durée de vie n'est que de 10 ps peuvent donner des 
spectres EPR spécifiques. 


2. La spectroscopie optique utilisant des lasers pulsés, Des 
flashes de laser inférieurs à 1 fs ont été obtenus. En suivant l’at- 
ténuation (la disparition) de certaines bandes d'absorption et la 
formation d'autres bandes, la spectroscopie laser permet de 
suivre l'évolution dans le temps d'un processus de réactions 
rapides. 


d. L'absorption de photon photo-oxyde rapidement la 
paire spéciale 
La séquence des événements photochimiques sous la dépen- 
dance d'un centre réactionnel photosynthétique est schématisée 
dans la Fig. 24-12: 


(a) Le premier événement photochimique d'une photosyn- 
thèse bactérienne est l'absorption d'un photon par la paire spéciale 
(P870 ou P960 selon qu'il s'agisse de la BCh] a ou b; à titre 
d'exemple, nous supposerons que c'est P960), Cet événement est 
pratiquement instantané ; il nécessite -3 fs, le temps d'oscillation 
d'une onde de lumière. Des mesures par EPR ont montré que P960 
est, en fait, une paire de molécules de BChl b et que l'électron 
excité se trouve délocalisé au-dessus d'elles. 


(b) La forme excitée de P960, P960*, n'a qu'une existence 
fugace. La spectroscopie laser a montré que moins de -3 ps après 
sa formation, P960* a transféré un électron à la BPhéo b à droite 
dans la Fig. 24-12h pour donner P960* BPhéo”. En formant cette 
paire radicalaire, l’électron transféré doit passer à proximité de la 
BChl b accessoire mais ne semble pas la réduire (c'est pourquoi 
elle est appelée chlorophylle accessoire), bien que sa localisation 
suggère fortement qu'elle joue un rôle important dans l'achemine- 
ment des électrons. 

(c) Environ 200 ps plus tard, l'électron se trouve sur la ména- 
quinone (ou, dans beaucoup d'espèces sur la deuxième ubiqui- 
none), symbolisée par Q,. pour donner le radical semiquinone 
anionique Q,. Tous ces transferts d'électrons, comme schématisé 
dans la Fig. 24-13, se font vers des états énergétiques de plus en 
plus bas, rendant ce processus pratiquement irréversible. 


Le départ rapide de l'électron excité du voisinage de P960* est une 
caractéristique essentielle du RC; ainsi, les réactions en sens 
inverse qui ramèneraient l'électron à P960*, laissant ainsi un temps 
suffisant pour que l'énergie d’excitation soit transformée en cha- 
leur, ne sont pas possibles. De fait, cette séquence de transferts 
d'électrons est si efficace que son rendement quantique global 
(rapport du nombre de molécules ayant réagi par photon absorbé) 
est virtuellement de 100 %. Aucun système conçu par l'homme n'a 
encore approché ce niveau d'efficacité, 


e. Le retour des électrons à la paire spéciale photo-oxydée 
se fait via une chaine de transport des électrons 
Le reste du processus photosynthétique de transport des élec- 
trons se fait beaucoup plus lentement. Moins de -100 us après sa 
formation, Q;, qui est logée dans une poche hydrophobe de la pro- 
téine, transfère son électron excité à une quinone plus exposée au 
solvant, Q,. pour former Q; (Fig. 24-124). Le Fe(Il) non hème 
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n'affecte que légèrement la vitesse du transfert d'électrons, si bien 
que l'on pense que le rôle de Fe(Il) est d’harmoniser le caractère 
électronique du RC. Q, n'est jamais réduite à 100% ; elle oscille 
entre ses formes oxydée et semiquinone. De plus, la durée de vie 
de Q est si courte qu’elle n'est jamais protonée. Par contre, une 
fois que le RC est excité à nouveau, il transfère un deuxième élec- 
tron à Q;, pour donner la forme complètement réduite Q3%-. Ce qui- 
nol anionique capte deux protons de la solution du côté cytoplas- 
mique de la membrane plasmique pour former Q,H. Q, est donc 
un transducteur moléculaire qui transforme deux excitations à un 
électron dépendant de la lumière en une réduction chimique à deux 
électrons. 

Les électrons captés par Q,H, retournent finalement à P960* 
par l'intermédiaire d'une chaîne de transport des électrons com- 
plexe (Fig. 24-13). Les détails de ce processus varient selon les 
espèces et sont moins bien compris que les précédents. Les trans- 
porteurs rédox disponibles comprennent un pool membranaire de 
molécules d'ubiquinone, le cytochrome bc,, et le cytochrome 
c,. Le cytochrome bc, est un complexe protéique transmembra- 
naire composé d'une sous-unité à centre [2Fe-2S], un cyto- 
chrome c, avec un hème c, un cytochrome b qui présente deux 
hèmes b différents au plan fonctionnel, b,, et b, (H et L pour 
haut et bas potentiel); dans certaines espèces on trouve une qua- 
trième sous-unité. Noter que le cytochrome be, est très semblable 
au Complexe IIT mitochondrial qui est aussi appelé cytochrome 
bc, (Section 22-2C), Le trajet des électrons va de Q,H, situé sur 
le côté cytosolique de la membrane plasmique, via le pool d'ubi- 
quinone, avec lequel s'échange Q,H,, au cytochrome bc,, puis 
au cytochrome c;, localisé sur la face externe (périplasmique) de 
la membrane plasmique. Le cytochrome c, réduit qui, comme 
son nom l'indique, ressemble étroitement au cytochrome c mito- 
chondrial, diffuse le long de la face externe de la membrane jus- 
qu'à ce qu'il réagisse avec le RC transmembranaire pour trans- 
férer un électron à P960* (les structures de différents 
cytochromes de type c, dont celle du cytochrome c, de Rs. 
rubrum, sont schématisées dans la Fig. 9-38). Chez Rps. viridis, 
le cytochrome de type c à quatre hèmes lié au complexe du RC 
sur la face externe de la membrane plasmique (Fig. 12-26) est 
intercalé entre le cytochrome c; et P960*. Noter que l'un des 
hèmes de ce cytochrome de type c est localisé de sorte à pou- 
voir réduire la paire spéciale photo-oxydée, Le RC se trouve 
ainsi prêt à absorber un autre photon. 


f. Le transport d'électrons photosynthétique entraîne la 

formation d’un gradient de protons 

Le transport des électrons dans les PbRC étant un processus 
cyclique (Fig. 24-13), il se solde par l'absence de toute oxydation 
ou réduction nette. Son rôle est d'assurer la translocation des pro- 
tons cytoplasmiques acquis par Q,H, au travers de la membrane 
plasmique, ce qui rend la cellule plus basique que son environne- 
ment. Le mécanisme de ce processus est identique à celui de la 
translocation des protons dans le Complexe II mitochondrial (Sec- 
tion 22-3B) ; autrement dit, en plus de la translocation des deux H* 
résultant de la réduction à deux électrons de Q, en QH;, un cycle 
Q assuré par le cytochrome bc, permet la translocation de deux H* 
soit un total de quatre H° transportés pour deux photons absorbés 
(Fig. 24-13a; voir aussi Fig. 22-31). La synthèse de l'ATP, pro- 
roceue rmnol£ mhntnnkbhenkbanrulntinhn pet neeurf£s mar Lr Hioei. 
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FIGURE 24-15 Le schéma en Z de la photosynthèse chez les plantes 
et les cyanobactéries. Deux photosystèmes, PSI et PSIT, assurent le 
transfert d'électrons depuis H,0 au NADPH. Le potentiel d'oxydo-réduc- 
tion augmente vers le bas de sorte que le transfert d'électrons se fait 
spontanément dans cette direction. L'herbicide DCMU (cf. texte) bloque 
le transfert d'électrons photosynthétique entre PSII et le cytochrome f. 


avec de la lumière à 680 nm (rouge lointain), le cytochrome f 
s'oxyde (Fig. 24-16). Cependant, si on envoie en plus un faisceau 
de lumière à 562 nm (jaune-vert), le cytochrome f se réduit à nou- 
veau partiellement. En présence de l'herbicide 3-(3,4-dichloro- 
phényl)-1,1-diméthylurée (DCMU), 
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qui inhibe toute production d'oxygène par la photosynthèse, la 
lumière à 680 nm oxyde toujours le cytochrome f mais la super- 
position de la lumière à 562 nm ne fait que l’oxyder un peu plus. 
L'explication de ces résultats est la suivante : la lumière à 680 nm, 
qui n'active efficacement que PSI, permet à celui-ci d'accepter les 
électrons du cytochrome f (qui s'oxyde). La lumière à 562 nm 
active aussi PSII, qui transfère ainsi les électrons au cytochrome f 
(qui se réduit). La DCMU bloque le flux d'électrons du PSII au 
cytochrome f (Fig. 24-15), si bien qu'une augmentation de l'in- 
tensité de la lumière, quelle que soit sa longueur d'onde, ne sert 
qu'à activer davantage PSI. 


b. La production d'O, par la photosynthèse est sous la 
dépendance de trois complexes protéiques 
transmembranaires réunis par des transporteurs 
d’électron mobiles 

Les constituants du schéma en Z impliqués dans le transfert des 
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FIGURE 24-16 État d'oxydo-réduction du cytochrome f de l'algue 
Porphyridium cruentum suivi par un faisceau de lumière à 420 nm 
{bleu-violet) de faible intensité, Une augmentation de lumière transmise 
traduit une oxydation du cytochrome f, Dans la courbe supérieure, une 
forte lumière à 680 nm (rouge lointain) provoque l'oxydation du cyto- 
chrome f mais la superposition de lumière à 562 nm (jaune-vert) induit sa 
réduction partielle. Dans la courbe inférieure, en présence de l’herbicide 
DCMU, inhibiteur du transfert d'électrons photosynthétique, la lumière à 
562 nm oxyde davantage, au lieu de réduire, le cytochrome f. 


particules liées à la membrane des thylacoïdes (Fig. 24-17): (1) 
PSII, (2) le complexe cytochrome b,f, et (3) PSI. Comme dans les 
phosphorylations oxydatives, les électrons sont transférés entre ces 
complexes par des transporteurs d’électron mobiles. L'analogue de 
l'ubiquinone la plastoquinone (Q), via sa réduction en plastoqui- 
nol (QH;). 
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FIGURE 24-18 Représentation détaillée du schéma en Z de la pho- 
tosynthèse, Les électrons expulsés de P680 suite à l'absorption de 
photons sont remplacés par les électrons arrachés à H,O par un com- 
plexe protéique-Mn (OEC), formant ainsi O, et quatre H*. Chaque 
électron expulsé passe par une chaîne de transporteurs d'électrons jus- 
qu'à un pool de molécules de plastoquinone (Q). Le plastoquinol 
formé réduit à son tour la particule de cytochrome b,f (hoîre jaune) 
qui transfère les électrons avec translocation concomitante de protons, 


spéciale de P960 et constitueraient donc le donneur primaire 
d'électrons de PSII, P680 (d'après la longueur d'onde de son 
absorption maximum), Cependant, les anneaux parallèles de P680 
sont plus écartés que ceux de P960 (la distance Mg-Mg étant de 
10 À dans P680 et de 7 À dans P960) de sorte qu'ils ne sont que 
faiblement couplés électroniquement. Il est donc probable que 
l'électron célibataire dans P680* photo-oxydé soit situé sur un seul 
de ces anneaux, vraisemblablement P;,, car il est plus proche de 
Tyr, que ne l'est P,,, (voir ci-dessous). Le sort de l'électron éjecté 
de P680 est le même que dans le système bactérien, malgré le fait 
que les deux systèmes fonctionnent dans des gammes différentes 
de potentiel d'oxydo-réduction (comparer les Fig, 22-13h et 
22-18). Comme indiqué dans la partie centrale de la Fig. 24-18, 
l'électron est transféré à une molécule de Phéo a (Phéo,,, dans la 
Fig. 24-20), probablement via une molécule de Chl a (Chl,,,), puis 
à une plastoquinone fixée (Q,). Ensuite, les deux électrons sont 
transférés, un à la fois, à une seconde molécule de plastoquinone, 
Q,. qui capte deux protons à la surface stromale (cytoplasmique) 
de la membrane du thvlacoïde. Le plastoquinol qui en résulte, 
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Pool de Ç (a 
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via un cycle Q. dans la lumière du thylacoïde, Le cytochrome b,f 
transfère ensuite les électrons à la plastocyanine (PC), La plamocyanine 
régénère le P700 qui a été photo-oxydé, L'électron expulsé de P700, 
par l'intermédiaire d'une chaîne de transporteurs d'électrons (As, A,, 
Fe Fi Faye et Fo) réduit le NADP* en NADPH par un transfert d'élec- 
trons non cyclique. Alternativement, l'électron peut être restitué au 
complexe cytochrome b,f par un processus cyclique avec translocation 
de protons dans la lumière du thylacoïde, 


QH, s'échange alors avec un pool de molécules de plastoquinone 
fixées à la membrane (le site de liaison présumé de cette plasto- 
quinone relativement mobile est inoccupé dans la structure par 
rayons X de PSIT). La DCMU, de même que de nombreux autres 
herbicides courants, entre en compétition avec le site de liaison de 
Q, sur PSI, ce qui explique comment ces agents inhibent la pho- 
tosynthèse. 

Les deux molécules de Chi a «supplémentaires », Chlzp, et 
Chlz,:, sont situées à la périphérie du RC, où elles participeraient 
au transfert de l'excitation des systèmes antennaires à P680, Le 
cytochrome b.,. dont la fonction n'est pas claire, rompt la pseu- 
dosymétrie du protomère PSII, comme le fait l'agrégat de Mn, 
dont nous allons étudier le rôle. 


d. La production d'O, est assurée par une réaction de 
photolyse de l'eau en cinq étapes via un complexe 
protéique contenant du manganèse 
L'oxydation de deux molécules d'eau pour former une molé- 

cule d'O, nécessite auatre électrons. Le transfert d'un seul électron 
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CP 


(a) 


(b) 


depuis H,0 au NADP" nécessitant deux processus photochi- 
miques, on comprend qu'il faille un minimum de 8 à 10 photons 
absorbés par molécule d'O, produite. 

Les quatre électrons nécessaires à la production d'une molé- 
cule d'O. donnée doivent.ile être cantése nar un seul nhotnsvctème 


FIGURE 24-19 Structure par rayons X de PSII de S. elongatus mon- 
trant la disposition de ses hélices (cylindres) et cofacteurs. (a) Vue 
perpendiculaire à la membrane à partir de la lumière du thylacoïde ne 
montrant que la partie transmembranaire du complexe, Un protomère du 
complexe dimérique est montré dans sa totalité, et une partie du second 
protomère en relation avec le premier par un axe local d'ordre deux 
(éllipse en noir à l'interface en pointillés) est montrée en haut à gauche, 
Les hélices de sous-unités différentes sont représentées en couleurs diffé- 
rentes, les 7 hélices non attribuées étant en gris. Les noyaux de Ch] a et 
de hème sont en bâtonnets (noir), DI et D2 sont entourées d'une ellipse, 
et CP43 et CP47 d'un cercle. L'amas Mn est en modèle éclaté (brun), 
bien que les positions réelles de ses atomes Mn soient incertaines. 

() Vue à partir du côté droit de la Partie a, avec la lumière en bas et et 
le plan de la membrane légèrement incliné. Les protéines luminales 
PsbO et cytochrome ces (PsbV) sont montrées, respectivement, comme 
une structure en feuillet P (verr) et un modèle hélicoïdal (gris). [Avec la 
permission de Wolfram Saenger, Freie Universität Berlin, Allemagne. 
PDBid 1FEI1.] 


FIGURE 24-20 Disposition des cofacteurs dans les sous-unités (DI et 
D2) du RC de PSIL Le complexe est vu dans le plan de la membrane, 
avec la lumière du thylacoïde vers le bas. La ligne en pointillés passant 
par Le Fe non hème est l'axe de pseudosymétrie d'ordre 2 du RC, paral- 
lèle à l’axe local d'ordre 2 des deux protomères du dimère PSII 

(Fig. 24-19a). Les fines lignes indiquent les distances centre à centre, en 
À. entre les cofucteurs. L'astérique désigne le site de liaison présumé de 
Qu Comparer cette figure avec la Fig, 24-12 (laquelle est inversée de bas 
en haut par rapport à celle-ci). [D'après Zouni, A., Witt, H_-T,, Kem, J., 
Fromme, P.. Krauss, N.. Saenger, W.. et Orth, P., Nature 409, 741 (2001), 


ou par plusieurs photosystèmes différents ? Pierre Joliet et Bessel 
Kok ont répondu à cette question en analysant la vitesse de pro- 
duction d'O, par des chloroplastes adaptés à l'obscurité et exposés 
à des séries de flashes de courte durée, L'O, est produit selon un 


erhéme d'acrillatione nartioulier (Mio 24911 [fl n'v a nratione. 
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les spectres EPR reflètent les spins nucléaires des atomes avec les- 
quels les électrons célibataires interagissent). On l'a identifié dans 
PSIT comme étant Tyr; (Fig. 24-20) en raison de sa position entre 
l'agrégat Mn et la chlorophylle P,,.. 


e. Le transport des électrons à travers le complexe 
cytochrome b,f entraine la formation d'un gradient de 
protons 
Les électrons sont transférés du pool de plastoquinone au com- 

plexe cytochrome b,f. Cet assemblage membranaire intrinsèque 

ressemble étroitement au cytochrome bc,. sa contrepartie bacté- 
rienne (Section 24-2B), ainsi qu'au Complexe III de la chaine de 
transport des électrons mitochondriale (également appelé cyto- 
chrome bc, ; Section 22-2C), Le cytochrome b,f, qui est presque 

certainement un dimère fonctionnel, comme l'est le Complexe LI, 

comporte au moins sept sous-unités différentes, ses quatre 


FIGURE 24-24 Structure par rayons X du cytochrome / de navet, Le 
groupement hème et les groupements liés par covalence à la protéme 


(Cys 21. Cys 24, His 25 et le groupement aminé N-terminal) sont repré- 
semtés en modèle éclaté avec leurs atomes de C, N, O et S respectivement 
en vent, bleu, rouge et jaunc : l'atome de Fe de l'hème est représenté par 
une sphère orange, Les cinq résidus Lys et Arg qui constituent une plage 
chargée positivement à la surface du petit domaine sont bleu-vert. 
[D'après une structure par rayons X de Janet Smith, Purdue University 


« grosses » sous-unités étant un cytochrome f (qui contient un 
hème de type c), un cytochrome b, (qui contient deux hèmes de 
type b), la sous-unité IV, et une protéine fer-soufre de Rieske (qui 
contient un centre [2Fe-2S]; Section 22-2C). Le cytochrome b du 
Complexe IE mitochondrial correspond à la fusion du cytochrome 
b, chloroplastique et de la sous-unité FV, et les protéines fer-soufre 
de Rieske des deux complexes sont homologues et de structure 
semblable, Cependant, le cytochrome f (f pour feuille) n'est pas 
apparenté à sa contrepartie dans le Complexe HI, le cytochrome c,, 
bien que ces deux cytochromes soient de type c. 

Le complexe cytochrome b,f transporte des protons et des élec- 
trons depuis l'extérieur vers l'intérieur de la membrane du thyla- 
coïde. Cette translocation de protons fait intervenir un cycle Q 
(Section 22-3B et Fig. 24-13a) dans lequel la plastoquinone est le 
transporteur de (H° + e°). Le mécanisme du cycle Q prévoit que 
deux protons sont transportés à travers la membrane du thylacoïde 
pour chaque électron transféré, mais les difficultés expérimentales 
rencontrées n'ont pas permis de déterminer ce rapport sans ambi- 
guïté, Il est clair, cependant, que le transfert d'électrons, via le 
complexe cytochrome b,f, génère la majeure partie du gradient 
électrochimique du proton qui assurera lu synthèse de l'ATP dans 
le chloroplaste (cf. ci-dessous). 

Le cytochrome f de navet (285 résidus), le plus grand des poly- 
peptides du complexe cytochrome b,f, présente un seul segment 
transmembranaire près de son extrémité C-terminale (résidus 251- 
270, qui forment probablement une hélice @) disposé de sorte que 
les 250 résidus N-terminaux se déploient dans La lumière du thy- 
lacoïde. La structure par rayons X du segment N-terminal de 
252 résidus du cytochrome /, déterminée par Janet Smith, révèle 
une structure allongée à deux domaines où prédominent des 
feuillets B (Fig. 24-24), soit une structure très différente des autres 
cytochromes de type « de structure connue (cf, p. ex, Fig. 9-38 et 
12-26a). L'unique noyau hème de type « du cytochrome f est néan- 
moins lié par covalence au grand domaine de la protéine par deux 
résidus Cys se trouvant dans une séquence Cys-X-Y-Cys-His 
caractéristique des cytochromes de type c et dont le résidu His est 
l'un des deux ligands axiaux du Fe(Iil) (Fig. 9-36). Curieusement, 
le deuxième ligand axial est le groupement aminé N-terminal de la 
protéine, ce qui n'a encore jamais été observé pour un noyau 
hème. 


f. La plastocyanine transporte les électrons du cytochrome 

b,f au PSI 

Le transfert d'électrons entre le cytochrome f, le dernier trans- 
porteur d'électrons du complexe cytochrome b,f, et le PSI est 
assuré par la plastocyanine (PC), une protéine membranaire 
extrinsèque monomérique à Cu de 99 résidus et située sur la face 
luminale du thylacoïde (Fig. 24-17). La PC est donc l'analogue 
fonctionnel du cytochrome c qui transfère les électrons du Com- 
plexe IT au Complexe IV dans la chaîne de transport ds électrons 
mitochondriale (Section 22-2C). 

Le centre redox de la PC oscille entre les états d'oxydation 
Cul) et Cult). La structure par rayons X de la PC de feuilles de 
peuplier, déterminée par Hans Freeman, montre que son seul 
atome de Cu est lié par coordinence au centre d'un tétraèdre 
déformé, à une Cys, une Met, et deux His (Fig. 24-25). Les com- 
plexes Cu(Il) à quatre ligands prennent normalement une géomé- 
trie de coordination carrée plane alors que ceux avec Cu(f) sont 


, Ÿ FA 


FIGURE 24-25 Structure par rayons X de la plastocyanine (PC) de 
feuilles de peuplier. Cette protéine, membre de la famille des protéines 
à cuivre bleu (comme l'est le domaine globulaire de la sous-unité 1 du 
complexe IV, qui fixe le centre CU, ), se replie en un sandwich B. Son 
atome de Cu (sphère orange), qui alterne entre les états d'oxydation 
Cul) et Cuiil}, se trouve au centre d'un tétraèdre et est lié aux chaînes 
latérales de His 37, Cys 84, His 87 et Met 92, représentées en modèle 
éclaté avec leurs atomes de C, N, et S en vert, bleu et jaune. Six résidus 
conservés Asp et Glu formant une plage chargée négativement à la sur- 
face de la protéine sont en rouge. [D'après une structure par rayons X 
due à Mitchell Guss et Hans Freeman, University of Sydney, Australie. 
PDBid 1PLC.] 


au Cu(Il) par la coordination tétraédrique dans la PC favorise son 
passage à la forme réduite Cu(l). Cette hypothèse explique le 
potentiel d'oxydo-réduction standard élevé de la PC (0,370 V) 
comparé avec celui de la demi-réaction Cu(Il)/Cu(f}) (0,158 V). 
Ceci est un exemple du fait que les protéines peuvent adapter à leur 
fonction les potentiels d'oxydo-réduction de leurs centres rédox — 
dans le cas de la plastocyanine, le transfert efficace des électrons 
du complexe cytochrome b,f au PSI. 

Les structures du cytochrome f et de la PC montrent comment 
ces protéines peuvent s'associer. La Lys 187 du cytochrome f, qui 
fait partie d’un groupe conservé de cinq résidus chargés positive- 
ment à la surface du petit domaine de la protéine, peut établir une 
liaison croisée avec Asp 44 de la PC, qui fait partie aussi d’une 
plage chargée négativement à la surface de la PC. Il est vraisem- 
blable que les deux protéines s'associent par des interactions élec- 
trostatiques, tout comme le cytochrome c s'associe à ses parte- 
naires rédox de la chaîne de transport des électrons 
mitochondriale, le Complexe III et le Complexe IV (Section 22- 
2} Ceci suveère que le cvtochrome b.f contient le cvtochrome f 
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plutôt que le cytochrome c,, son analogue fonctionnel dans le 
Complexe I, car le cytochrome f est mieux à même d'interagir 
avec la PC, alors que le cytochrome c, est mieux à même d'inter- 
agir avec le cytochrome c, 


g. PSI ressemble à la fois à PSII et au PbRC 

Les PSI des cyanobactéries sont des trimères de protomères 
chacun formés d'au moins 11 sous-unités protéiques différentes 
et de >100 cofacteurs. La structure par rayons X du PSI de 
$. elongatus (Fig. 24-26), déterminée à une résolution de 2,5 À 
par Krauss, Saenger et Petra Fromme, montre que chacun de ses 
protomères (356 kD) contient neuf sous-unités transmembra- 
naires (PsaA, PsaB, PsaF, Psal-M et PsaX) et trois sous-unités 
stromales (cytoplasmiques) (PsaC-E) qui, ensemble, fixent 127 
cofacteurs qui comptent pour 30% de la masse du PSI. Les 
cofacteurs qui forment le RC de PSI sont tous fixés aux sous- 
unités homologues PsaA (755 résidus) et PsaB (740 résidus), 
dont les 11 hélices transmembranaires sont disposées comme 
dans les sous-unités L et M du PbRC (Fig. 24-11) et dans les 
sous-unités D1 et D2 de PSII (Fig. 24-19), ce qui est en faveur 
de l'hypothèse que tous les RC proviennent d'un ancêtre 
commun. PsaA et PsaB, ainsi que les autres sous-unités trans- 
membranaires, fixent également les cofacteurs du système anten- 
naire central (voir ci-dessous), 

La Fig. 24-27 montre que le RC de PSI comporte six Chl a et 
deux molécules de phylloquinone (vitamine K,: remarquer 
qu'elle a la même chaîne latérale phytyle que les chlorophylles : 
Fig. 24-3), 
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toutes disposées en deux branches en relation pseudosymétrique et 
suivies de trois centres [4Fe-4$]. Le donneur primaire d'électrons 
de ce système, P700, est constitué d’une paire de molécules de Ch] 
a, Al et BI, dont les ions Mg?* sont distants de 6,3 À comme dans 
la paire spéciale du PbRC. Cependant, des études par EPR mon- 
trent que l'électron célibataire associé à P700° photo-oxydé réside 
à -80 % sur la Chl a BI. AI est suivie, dans la branche gauche de 
la Fig. 24-27, de deux anneaux supplémentaires de Ch] a, B2 et 
A3, tandis que BI est suivie de A2 et B3 dans la branche droite, 
Une molécule de Ch] a (ou les deux) de la troisième paire, A3 et 
B3, correspond(ent) probablement à l'accepteur primaire d'élec- 
trons À, identifié en spectroscopie (côté droit de la Fig. 24-18). Les 
ions Mg”* de A3 et B3 sont chacun fixés axialement par l'atome S 
d'un résidu Met plutôt que par une chaîne latérale de His (ce qui 
constitue le seul exemple biologique connu de coordinence 
Me2*—S) Tous les résidus impliqués dans la coordinence de Me?* 
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FIGURE 24-28 La ferrédoxine-NADP" réductase. (4) Structure par dihydrolipoyl déshydrogénase (Section 21-2B). Cependant, contraire- 
rayons X de la forme mutée Y308S de la ferrédoxine-NADP* réductase ment à ces deux demières enzymes, dont les noyaux flavine et nicoti- 
(FNR) de pois complexée au FAD et au NADP", Cette protéine de namide sont parallèles, ceux de la FNR sont inclinés de -30°, ce qui 
308 résidus présente deux domaines : le domaine N-terminal (doré), est un nouveau mode de liaison. [D'après une structure par rayons X 
qui forme le site de liaison du FAD, se replie en tonneau f antiparal- due à Andrew Karplus, Comell University. PDBid 1QFY.] (b) Structure 
lèle, alors que le domaine C-terminal (magenta), qui constitue le site per rayons X du complexe entre Fd (rouge) et FNR (bleu) de feuille 
de liuison du NADP*, forme un pli de liaison à dinucléotide de maïs, les deux protéines, représentées en ruban, étant enfouies dans 
(Section 8-3B). Le FAD et le NADP* sont représentés en bâtonnets, leurs surfaces accessibles au solvant. Le centre [2Fe-2S] de Fd (vert) 
avec le C du NADP* en vent, le € du FAD en bleu-vert, N en bleu, et le FAD de FNR (jaune) sont en modèle éclaté. La Fd se fixe dans 
O en rouge et P en jaune, Les noyaux flavine et nicotinamide sont en un creux entre les deux domaines de la FNR (Partie a) de sorte que la 
opposition, avec le C4 du noyau nicotinamide et le C5 du noyau fla- ligne qui relie les deux Fe du centre [2Fe-2$] se trouve pratiquement 
vine séparés de 3 À, une disposition compatible avec un transfert dans le plan du noyau flavine. [Avec la permission de Genji Kurisu, 


direct d'hydrure, comme c'est le cas pour la glutathion réductase et la Osaka University, Osaka, Japon. PDBid 1GAQ.] 
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FIGURE 24-29 Séparation de PSI et PSIL Disposition des complexes coïde. [D'après Anderson, J.M. et Anderson, B., Trends Biochem. Sci. 7, 
protéiques photosynthétiques entre les régions empilées (grana) et les 291 (1982).] 


Quel rôle peut-on attribuer à la ségrégation de PSI et de PSII, 
qui sont en quantité équimolaire dans les chloroplastes ? Si les 
deux photosystèmes étaient à proximité l'un de l'autre, l'énergie 
d'excitation supérieure de PSII (P680 contre P700) ferait qu'une 
grande partie des photons absorbés par PSII serait transférée sur 
PSI, via le transfert d’exciton ; autrement dit, PSII servirait d'an- 
tenne collectrice de lumière pour PSI (Fig. 24-7h). La séparation 
de ces particules d'environ 100 À élimine cette difficulté. 

La séparation physique de PSI et de PSIT permet aussi aux 
chloroplastes de répondre aux variations d'éclairement. Les 
quantités relatives de lumière collectée par les deux photosys- 
tèmes varient selon la distribution des complexes photocollec- 
teurs (LHC) entre les parties empilées et non empilées de la 
membrane du thylacoïde. Sous un fort éclairement (la lumière 
solaire directe normale, qui contient une grande proportion de 
lumière bleue de courtes longueurs d'onde), toutes choses étant 
égales par ailleurs, PSI absorbe plus de lumière que 
PSI. Ce dernier se trouve alors incapable d'accepter des électrons 
aussi rapidement que PSII en fournit. Par conséquent, la plasto- 
quinone se trouve essentiellement sous forme réduite. La plasto- 
quinone réduite active une protéine kinase qui phosphoryle des 
résidus Thr spécifiques des LHC, qui, de ce fait, se déplacent 
vers les régions non empilées de la membrane du thylacoïde où 
ils se lient au PSI. Une fraction plus importante de la lumière 
incidente se trouve ainsi concentrée sur PSI. Sous un faible éclai- 
rement (lumière ombragée normale, qui contient une forte pro- 
portion de lumière rouge de grandes longueurs d'onde), PSI 
capte plus rapidement les électrons que PSII ne peut les fournir, 
de sorte que la plastoquinone est essentiellement sous forme 
oxydée. Les LHC sont donc déphosphorylés et migrent dans les 
régions empilées de la membrane du thylacoïde, pour se lier au 
PSIL Ainsi, le chloroplaste maintient l'équilibre entre ses deux 
photosystèmes par un mécanisme de rétrocontrôle activé par la 
lumière. 


D. La photophosphorylation 


Les chloroplastes forment de l'ATP de la même manière que les 
mitochondries, c'est-à-dire en couplant la dissipation d'un gra- 
dient de protons à la synthèse enzymatique d'ATP (Sec- 
tion 22-3C). Ceci a été démontré sans équivoque en créant arti- 
ficiellement un gradient de pH à travers la membrane du 
thylacoïde. Les chloroplastes sont incubés à l'obscurité pendant 
plusieurs heures dans une solution d'acide succinique de pH 4 
afin d'amener le pH de l'espace des thylacoïdes à cette valeur 
(la membrane des thylacoïdes est perméable à l'acide succinique 
non ionisé). Le transfert direct de ces chloroplastes dans un 
tampon de pH 8 contenant de l'ADP + P, entraîne la synthèse 
immédiate d'ATP: près de 100 ATP sont synthétisés par molé- 
cule de cytochrome f présent, De plus, la quantité d'ATP syn- 
thétisé n'est pas affectée par la présence d'inhibiteurs du trans- 
fert d'électrons comme la DCMU. Ces résultats et le fait que la 
photophosphorylation exige une membrane de thylacoïde intacte 
et que les protonophores comme le 2,4-dinitrophénol (Sec- 
tion 22-3D) découplent la photophosphorylation du transfert 
d'électrons dépendant de la lumière, sont autant de preuves en 
faveur de l'hypothèse chimiosmotique (Section 22-3A). 
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a. L'ATP synthase pompe à protons des chloroplastes 

ressemble à celle des mitochondries 

Des micrographies électroniques des surfaces stromales de 
membrane de thylacoïde et des surfaces internes de membrane 
plasmique bactérienne ont révélé la présence de structures en 
forme de champignon (Fig. 24-30). Elles ressemblent étroitement 
aux unités F, de l'ATP synthase pompe à protons qui tapissent la 
face interne (matricielle) des membranes internes mitochondriales 
(Fig. 22-36a). À vrai dire, l'ATP synthase du chloroplaste, appe- 
lée complexe CF,CF, (C pour chloroplaste), a des propriétés 
remarquablement similaires à celles du complexe F,F, mitochon- 
drial (Section 22-3C). Par exemple, 


1. Les unités F, et CF, sont toutes deux des protéines trans- 
membranaires hydrophobes contenant un canal à protons. 


2. F, et CF, sont toutes deux des protéines membranaires 
extrinsèques hydrophiles de composition en sous-unités @f;y6e. 
B étant une ATPase réversible. 

3. Les deux ATP synthases sont inhibées par l'oligomycine. 


4, L'ATP synthase des chloroplastes transporte des protons de 
la lumière du thylacoïde vers le stroma (Fig. 24-17), et l'ATP syn- 
thase mitochondriale les achemine vers l'espace matriciel (l'équi- 
valent mitochondrial du stroma) à partir de l'espace intermembra- 
naire (Section 22-3A). 


Il est clair que les ATP synthases pompes à protons sont appa- 
rues très tôt dans l’histoire de la vie cellulaire. L'ATP synthase 
des chloroplastes est localisée dans les régions non empilées de 


FIGURE 24-30 Micrographie électronique de thylacoïdes, Les CF, en 
forme de « champignon » des ATP synthases se projettent depuis la sur- 
face du stroma. Comparer avec la Fig. 22-36a et h. [Avec la permission 
de Peter Hinkle, Cornell University.] 
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la membrane des thylacoïdes, au contact du stroma, et où la par- 
ticule volumineuse CF, peut se loger et avoir accès à l'ADP 
(Fig. 24-29). 


b. La photosynthèse associée au transport non cyclique 
des électrons produit environ 1,25 ATP par photon 
absorbé 


Lorsque l'intensité de la lumière est saturante, les chloroplastes 
forment un gradient de protons de -3,5 unités de pH à travers 
la membrane de leurs thylacoïdes. Comme nous l'avons vu 
(Fig. 24-17 et 24-18), cette formation a deux origines : 


L. La production d'une molécule d'O, à partir de deux molé- 
cules d’eau libère quatre protons dans la lumière du thylacoïde. On 
doit considérer ces protons comme étant fournis depuis le stroma 
par les protons et atomes d'hydrogène utilisés pour la formation de 
NADPH. 


2. Le transport des quatre électrons libérés par l'intermédiaire 
du complexe b,f s'accompagne de la translocation estimée de huit 
protons du stroma dans la lumière du thylacoïde 


Globalement, -12 protons sont transportés par molécule d'O, pro- 
duite par le transport d'électrons non cyclique. 


Contrairement à la membrane inteme mitochondriale, la mem- 
brane du thylacoïde est perméable à des ions comme Mg?* et CT. 
La translocation de protons et d'électrons à travers la membrane 
des thylacoïdes s'accompagne par conséquent du passage de ces 
ions afin de maintenir l'électroneutralité (sortie de Mg?* et entrée 
de CT). Il s'ensuit la dissipation du potentiel de membrane, AY 
(Éq. (22.1}). Par conséquent, le gradient électrochimique des chlo- 
roplastes est essentiellement dû au gradient de pH. 


L'ATP synthase des chloroplastes, selon la plupart des estima- 
tions, produit un ATP pour trois protons transportés depuis la 
lumière du thylacoïde. Le transfert d'électrons non cyclique assure 
donc la production de -12/3 = 4 molécules d’ATP par molécule 
d'O, formé (bien que cette valeur soit discutable), soit environ un 
demi ATP par photon absorbé, Le transfert cyclique d'électrons 
fournit davantage d'ATP puisqu'il permet la formation de deux 
tiers d'un ATP (deux protons transportés) par photon absorbé. Le 
processus non cyclique forme aussi bien sûr du NADPH, dont 
chaque molécule contient l'énergie libre nécessaire à la production 
de trois ATP (Section 22-2A ; bien que ceci ne se produise norma- 
lement pas), soit un total de 6 équivalents d'ATP supplémentaires 
par O, formé, Par conséquent, le rendement énergétique du pro- 
cessus non cyclique est 4/8 + 6/8 = 1,25 équivalents ATP par pho- 
ton absorbé, 


3 M LA PHASE OBSCURE 


Nous venons de voir comment l'énergie lumineuse est captée pour 
assurer la formation d’ATP et de NADPH. Dans cette section, nous 
étudierons comment ces produits sont utilisés pour la synthèse de 
glucides et d’autres substances à partir de CO... 


A. Le cycle de Calvin 


La voie métabolique qui permet aux plantes d'incorporer le CO, 
dans les glucides a été élucidée par Melvin Calvin, James Bas- 
sham et Andrew Benson entre 1946 et 1953. Pour cela, ils ont 
suivi le cheminement métabolique du CO, dans les différents 
intermédiaires photosynthétiques. Leur stratégie expérimentale de 
base consistait à exposer des cultures d'algues, comme Chlorella, 
à du “CO, pendant des temps variables et dans des conditions 
d'éclairement différentes, puis à plonger les cellules dans de l'al- 
cool bouillant afin de les détruire tout en préservant l'intégrité 
des molécules marquées. Les produits radioactifs étaient ensuite 
séparés et identifiés (travail souvent délicat) en utilisant la tech- 
nique, récente à cette époque, de la chromatographie sur papier 
à deux dimensions (Section 6-3D) couplée à l'autoradiographie. 
L'ensemble de la voie, représentée dans la Fig. 24-31, est 
appelé cycle de Calvin ou cycle réducteur des pentoses phos- 
phate 


Certaines des premières expériences de Calvin montraient que 
des algues exposées au "CO, pendant une minute ou plus, avaient 
synthétisé un mélange complexe de métabolites radioactifs dont 
des sucres et des acides aminés. Cependant, en inactivant les 
algues 5 s après leur exposition au “CO, on constata que le pre- 
mier produit radioactif stable formé était le 3-phosphoglycérate 
(3PG), qui, initialement, n'est marqué que dans son groupement 
carboxylate. Ce résultat suggéra immédiatement que, selon la bio- 
chimie classique, le 3PG était formé par carboxylation d'un com- 
posé en C;. Cependant, l'impossibilité de trouver un tel précurseur 
conduisit à l'abandon de cette hypothèse, La véritable réaction de 
carboxylation fut découverte lors d'une expérience dans laquelle 
des algues étaient éclairées et exposées à du “CO, pendant envi- 
ron 10 min afin que les concentrations de leurs intermédiaires pho- 
tosynthétiques soient en état stationnaire, Après retrait du CO,, 
comme prévu, la concentration du produit de carboxylation, le 


FIGURE 24-31 (Page opposée). Le cycle de Calvin. Le nombre de 
lignes d'une flèche indique le nombre de molécules qui réagissent dans 
cette réaction pour un seul tour de cycle qui transforme trois molécules 
de CO, en une molécule de GAP. Par souci de clarté, les sucres sont don- 
nés en structure linéaire, bien que les hexoses et heptoses se trouvent 
essentiellement sous forme cyclique (Section 11-1B), Les carbones mar- 
qués par C après un tour de cycle et exposition au “CO, sont en rouge. 
Noter que deux des RuSP ne sont marqués que sur leur C3, alors que le 
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11 tranarétnlase 


La deuxième phase du cycle de Calvin débute par la réaction 
inverse d’une réaction de la glycolyse, l’isomérisation du GAP en 
dihydroxyacétone phosphate (DHAP) par la triose phosphate iso- 
mérase (Section 17-2E). Après quoi la DHAP s'engage dans deux 
voies analogues (Fig. 24-31 : Réactions 6-8 ou Réactions 9-11. Les 
Réactions 6 et 9 sont des condensations aldoliques catalysées par 
l'aldolase dans lesquelles la DHAP est liée à un aldéhyde (l’aldo- 
lase est spécifique de la DHAP mais peut accepter plusieurs aldé- 
hydes). La Réaction 6 est aussi la réaction inverse d’une réaction 
de la glycolyse (Section 17-2D). Les Réactions 7 et 10 sont des 
réactions d’hydrolyse d'esters phosphates catalysées respective- 
ment par la fructose bisphosphatase (FBPase, déjà rencontrée lors 
de l'étude des cycles futiles et de la gluconéogenèse; Sec- 
tions 17-4B et 23-IA), et la sédoheptulose bisphosphatase 
(SBPase). Les autres réactions du cycle de Calvin sont catalysées 
par des enzymes qui participent aussi à la voie des pentoses phos- 
phate, Dans les Réactions 8 et 11, toutes deux catalysées par la 
transcétolase, une unité céto en C, (ombrée en vert dans la Fig. 
24-31) est transférée d'un cétose sur le GAP pour former le xylu- 
lose-5-phosphate (XuSP) et donner les aldoses érythrose-4-phos- 
phate (E4P) dans la Réaction 8 et le ribose-5-phosphate (RSP) 
dans la Réaction 11, L'E4P formé dans la Réaction 8 est un sub- 
strat de la Réaction 9. Les Xu5P formés par les Réactions 8 et 11 
sont transformés en RuSP par la phosphopentose épimérase dans 
la Réaction 12. Le RSP de la Réaction 11 est aussi transformé en 
RuSP par la ribose phosphate isomérase dans la Réaction 13, 
achevant ainsi un tour de cycle de Calvin, En définitive, il n'y a 
que trois des onze enzymes du cycle de Calvin, la phosphoribulo- 


FIGURE 24-33 Structure par rayons X de la RuBP carboxylase de tabac. (a) Dessin 
montrant La structure quaternaire de cette protéine L,S,. Une sous-unité L et une sous-unité 
S sont en ruban, les autres étant représentées par leurs surfaces de van der Waals. La pro- 
téine, de symétrie D, (la symétrie de rotation d'un prisme carré; Fig. 8-64b), est vue avec 
son axe d'ordre quatre incliné vers l'observateur. Comme l'indique le diagramme voisin, les 
sous-unités L allongées (six sont visibles dans le dessin de la structure) peuvent être consi- 
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kinase, l'enzyme de carboxylation ribulose bisphosphate car- 
boxylase, et la SBPase qui n'ont pas d'équivalents dans les tissus 
animaux. 


c. La RuBP carboxylase catalyse la fixation de CO, selon 

un processus exergonique 

L'enzyme qui catalyse la fixation de CO, la ribulose bisphos- 
phate carboxylase (la RuBP carboxylase), est sans aucun doute 
l'enzyme la plus importante au monde car pratiquement toute vie 
sur Terre dépend d'elle en dernier ressort. Cette protéine, sans 
doute en raison de sa faible efficacité catalytique (&., = -3 s°!), 
correspond à environ 50 % du contenu protéique des feuilles et est, 
par conséquent, la protéine la plus abondante dans la biosphère (on 
estime qu'elle est synthétisée à raison de -4 x 10° tonnes par an et 
qu'elle fixe -10!! tonnes de CO, par an ; à titre de comparaison, le 
pétrole brut est consommé à raison de -3 x 10° tonnes par an). La 
RuBP carboxylase des plantes supérieures et de la plupart des 
microorganismes photosynthétiques est constituée de huit grandes 
(L) sous-unités (477 résidus dans celle de la feuille de tabac) 
codées par l'ADN des chloroplastes, et huit petites (S) sous-unités 
(123 résidus) codées par un gène nucléaire (la RuBP carboxylase 
de certaines bactéries photosynthétiques est un dimère L, dont la 
sous-unité L présente 28 % d'identité de séquence avec l'enzyme 
L,S, et a une structure analogue à celle-ci), Des études par rayons 
X réalisées par Carl-Ivar Bründén et par David Eisenberg ont mon- 
tré que l’enzyme L,S ; présente la symétrie d'un prisme carré 
(Fig. 24-33a). La sous-unité L contient le site catalytique de l'en- 
zyme car l'absence des sous-unités S ne supprime pas l'activité 


dérées comme s’associant selon deux tétramères emboîtés, celui partant du haut étant représenté en vert, celui partant du bas étant représenté en bleu- 
vert, Les membres du tétramère S, que l'on voit en haut et au bas du complexe sont alternativement en jaune et en orange (seule une sous-unité du 
tétramère S, inférieur est visible), [D'après une structure par rayons X due à Yasushi Kai, Osaka University, Osaka, Japon. PDBid 1BUR.] (b) Une sous- 
unité L complexée à l'inhibiteur de l'état de transition 2-carboxyarabinitol-1,5-bisphosphate (CABP ; cf. texte) et représentée en bâtonnets avec ses 
atomes de C, O et P respectivement en bleu-vert, rouge et jaune. Noter que le CABP est lié à l'entrée du tonneau &/f de l'enzyme. Le substrat a subi 
une rotation autour de l'axe vertical par rapport à celui de la représentation en ruban de la Partie a. (D'après une structure par rayons X due à David 
Fisenbere. UCLA. PDBid 1RLC 1 


formé par la réaction d'un CO, non substrat avec le groupement e- 
aminé de Lys 201. Bien que la réaction d'activation in vitro se 
fasse spontanément en présence de Mg#* et de HCOT, elle est cata- 
lysée in vivo par l'enzyme RuBP carboxylase activase avec inter- 
vention d'ATP. 


d. Le GAP est le précurseur du glucose-1-phosphate et 
d’autres produits de biosynthèse 
La stæchiométrie globale du cycle de Calvin est 


3CO, + 9JATP + 6NADPH — 
GAP + 9ADP + 8P,+ 6NADP* 


Le GAP, premier produit de la photosynthèse, est utilisé dans de 
nombreuses voies de biosynthèse, aussi bien à l’intérieur qu'à l'ex- 
térieur du chloroplaste, Par exemple, il peut donner du fructose-6- 
phosphate sous l’action ultérieure d'enzymes du cycle de Calvin, 
puis du glucose-1-phosphate (G1P) grâce à la phosphoglucose iso- 
mérase (Section 17-2B) et à la phosphoglucomutase (Sec- 
tion 18-1B). Le GIP est le précurseur des glucides caractéris- 
tiques des plantes. Parmi les plus importants, citons le saccharose 
(Section 11-2B), le principal sucre fournisseur de glucides aux cel- 
lules qui n'assurent pas la photosynthèse; l’amidon (Sec- 
tion 11-2D), leur polysaccharide de réserve majeur ; et la cellulose 
(Section 11-2C), le constituant structural numéro un de leurs 
parois cellulaires. Lors de la synthèse de toutes ces substances, le 
GIP est activé par formation d'ADP-, de CDP-, de GDP- ou 
d'UDP-glucose (Section 18-2), selon la plante ou la voie métabo- 
lique. Son unité glucose est ensuite transférée à l'extrémité non 
réductrice d'une chaîne polysaccharidique en formation, à la 
manière de la synthèse du glycogène (Section 18-2B). Pour la syn- 
thèse du saccharose, l'accepteur est l'extrémité réductrice du F6P, 
ce qui donne le saccharose-6-phosphate qui est hydrolysé ensuite 
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par une phosphatase pour donner le saccharose. Des acides gras et 
des acides aminés sont synthétisés à partir de GAP comme décrit 
respectivement dans les Sections 25-4 et 26-5. 


B. Contrôle du cycle de Calvin 


Durant la journée, les plantes satisfont à leurs besoins énergé- 
tiques grâce aux réactions des phases lumineuse et obscure de la 
photosynthèse. La nuit, cependant, comme les autres organismes, 
elles doivent utiliser leurs réserves alimentaires pour former 
l'ATP et le NADPH dont elles ont besoin par l'intermédiaire de 
la glycolyse, des phosphorylations oxydatives et de la voie des 
pentoses phosphate. Puisque le stroma contient les enzymes de 
la glycolyse et de la voie des pentoses phosphate ainsi que celles 
du cycle de Calvin, les plantes doivent avoir un mécanisme de 
contrôle photosensible pour empêcher le cycle de Calvin de 
dégrader en pure perte l'ATP et le NADPH issus de voies cata- 
boliques. 

Comme nous l'avons vu dans la Section 17-4F, le contrôle 
du flux d'une voie métabolique s'exerce au niveau des réactions 
enzymatiques qui sont loin de l'équilibre car très exergoniques. 
D'après le Tableau 24-1, trois réactions remplissent ces condi- 
tions: celles catalysées par la RuBP carboxylase, la FBPase et 
la SBPase (les Réactions 2, 7 et 10, Fig. 24-31). En réalité, l'ef- 
ficacité catalytique de ces trois enzymes varie in vivo en fonc- 
tion de l'éclairement. 

L'activité de la RuBP carboxylase répond à trois facteurs 
dépendant de la lumière : 


L. Elle varie avec le pH. A la lumière, le pH du stroma passe 
d'environ 7,0 à environ 8,0 car des protons sont pompés du stroma 
dans la lumière du thylacoïde. La RuBP carboxylase a un pH opti- 
mum très marqué près de pH 8. 


TABLEAU 24-1 Variations d'énergie libre standard et physiologiques des réactions du cycle de 


Calvin 
Réaction Enzyme 
l Phosphoribulokinase 
2 Ribulose bisphosphate carboxylase 
3+4 Phosphoglycérate kinase + 
glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase 
5 Triose phosphate isomérase 
6 Aldolase 
7 Fructose bisphosphatase 
8 Transcétolase 
9 Aldolase 
10 Sédoheptulose bisphosphatase 
11 Transcétolase 
12 Phosphopentose épimérase 
13 Ribose phosphate isomérase 


#Correspond à la Fig. 24-31. 


AG°' (kKJ:mol°!) AG (k]-:mol !) 
21,8 —15,9 
35,1 —41,0 
+18,0 6,7 

7,5 —0,8 
21,8 1,7 
— 142 —27,2 

+63 3,8 
—23,4 —0,8 
— 142 —29,7 

+0,4 —5,9 

+08 —0,4 

+2, —0,4 


Source : Bassham, J.A. et Buchanan, B.B., dans Govindice (Ed.), Phorosynthesis Vol, II, p. 255, Academic Press 
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2. Elle est stimulée par Mg°*. On se rappellera que l’influx de 
protons dans la lumière du thylacoïde induit par la lumière s'ac- 
compagne d'un efflux d'ions Mg* dans le stroma (Sec- 
tion 24-2D). 


3. Elle est fortement inhibée par l'analogue de son état de tran- 
sition le 2-carboxyarabinitol-1-phosphate (CAIP ; Section 24-3A), 
que beaucoup de plantes ne synthétisent qu'à l'obscurité, La 
RuBP carboxylase activase facilite la dissociation du CAIP for- 
tement lié de la RuBP carboxylase tout en catalysant sa carbamy- 
lation (Section 24-3A). 


La FBPase et la SBPase sont aussi activées par une augmenta- 
tion de pH et de [Mg**] ainsi que par le NADPH. L'action de ces 
facteurs est renforcée par un deuxième système régulateur sensible 
au potentiel rédox du stroma, la thiorédoxine, une protéine de 
-10$ résidus que l’on trouve dans de nombreuses cellules et qui 
contient un groupement disulfure rédox. La thiorédoxine réduite 
active la FBPase et la SBPase par une réaction d'échange de disul- 
fure (Fig. 24-35). Cela explique pourquoi ces enzymes du cycle de 
Calvin sont activées par des agents à disulfure réduits comme le 
dithiothréitol. L'état d'oxydo-réduction de la thiorédoxine dépend 
de la ferrédoxine-thiorédoxine réductase (FTR). Celle-ci 
contient un disulfure rédox étroitement associé à un centre [4Fe- 
4$] grâce auquel la protéine répond directement à l'état rédox de 
la ferrédoxine (Fd) soluble dans le stroma. Cet état, à son tour, 
varie avec l'intensité de la lumière, Le système de la thiorédoxine 
désactive aussi la phosphofructokinase (PFK), la principale 
enzyme génératrice d'énergie de la glycolyse (Section 17-4F), Par 
conséquent, chez les plantes /a lumière stimule le cycle de Calvin 
et inactive la glycolyse, alors que l'obscurité a les effets inverses 
(c'est-à-dire que les réactions dites de la phase obscure n'ont pas 
lieu à l'obscurité). 

Nous avons vu que la ferrédoxine réduit la ferrédoxine- 
NADP* réductase (Section 24-2C) et la FTR, tout en fournissant 
des électrons à la voie cyclique de la photosynthèse chloroplas- 
tique, vraisemblablement en réduisant la ferrédoxine-plastoqui- 
none réductase (Section 24-2C), De plus, la ferrédoxine sert 
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FIGURE 24-35 Mécanisme d'activation de la FBPase et de la SBPase 
par la lumière. Le PSI photoactivé réduit la ferrédoxine (Fd) soluble, 
qui réduit la ferrédoxine-thiorédoxine réductase, laquelle réduit à son 
tour le pont disulfure de La thiorédoxine, La thiorédoxine réduite réagit 
avec les bisphosphatases inactives par échange de disulfure, activant ainsi 
ces enzymes du cycle de Calvin. 
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d'agent réducteur à trois enzymes chloroplastiques essentiels au 
plan métabolique : la sulfite réductase (qui réduit SO? en S?-,) 
la nitrite réductase (qui réduit NO; en NH5), et la glutamate 
synthase (qui catalyse la réaction de l'a-cétoglutarate et du NH; 
pour former du glutamate ; Section 26-SA). Ainsi, la Fd est au 
centre d'un réseau complexe de processus enzymatiques et régu- 
lateurs. 


C. Photorespiration et cycle des composés en C, 


On sait depuis les années 1960 que des plantes à la lumière 
consomment de l'oxygène et rejettent du CO, par une autre voie 
que les phosphorylations oxydatives. En réalité, pour des teneurs 
faibles en CO, et fortes en O,, cette photorespiration peut dépas- 
ser la fixation de CO, par la photosynthèse. L'origine de la pho- 
torespiration est tout à fait inattendue : l'O, est en compétition avec 
le CO; comme substrat de la RuBP carboxylase (c'est pourquoi la 
RuBP carboxylase est aussi appelée RuBP carboxylase-oxygé- 
nase ou RuBisCO). Dans la réaction de l'oxygénase, l'O, réagit 
avec le deuxième substrat de la RuBisCO, le RuBP, pour former 
du 3PG et du 2-phosphoglycolate (Fig. 24-36). Le 2-phosphogly- 
colate est hydrolysé en glycolate par la glycolate phosphatase et, 
comme décrit ci-dessous, est partiellement oxydé pour donner du 
CO, par une série de réactions enzymatiques qui se déroulent dans 
les peroxysomes et les mitochondries. La photorespiration apparaît 
donc comme un processus de gaspillage qui annule une partie du 
travail accompli par la photosynthèse. Dans les sous-sections sui- 
vantes, nous étudions la base biochimique de la photorespiration, 
sa signification, et les moyens utilisés par certaines plantes pour 
échapper à ses effets nuisibles. 


a. La photorespiration gaspille l'ATP et le NADPH 

La voie de la photorespiration est représentée dans la 
Fig. 24-37. Le glycolate est exporté du chloroplaste vers le per- 
oxysome (appelé aussi glyoxysome, Section 1-2A), où il est oxydé 
en glyoxylate et H,0, par la glycolate oxydase. H,0,, un agent 
oxydant puissant et potentiellement dangereux, est décomposé en 
H,0 et O, dans les peroxysomes par la catalase, enzyme conte- 
nant un noyau hème. Une partie du glyoxylate est oxydée par la 
glycolate oxydase en oxalate. Le reste est transformé en glycine 
par une réaction de transamination, comme nous le verrons dans 
la Section 26-1A, puis exporté dans la mitochondrie, Dans cet 
organite, deux molécules de glycine sont transformées en une 
molécule de sérine et une molécule de CO, par une réaction décrite 
dans la Section 26-3B. C'est ce CO, qui est produit lors de la pho- 
torespiration. La sérine est transportée au peroxysome pour être 
transformée en hydroxypyruvate par transamination. Cette sub- 
stance est réduite en glycérate et phosphorylée dans le cytosol en 
3PG, qui rentre dans le chloroplaste pour y redonner du RuBP dans 
le cycle de Calvin. Le résultat net de ce cycle de photorespiration 
complexe est un gaspillage d'une partie de l'ATP et du NADPH 
formés par les réactions de la phase lumineuse de la photosyn- 
thèse. 

Bien que la photorespiration n'ait pas de rôle métabolique 
connu, toutes les RuBisCO du grand nombre d'organismes pho- 
tosynthétiques étudiés à ce jour, ont une activité oxygénase, 
Cependant, au cours des âges, les forces de l'évolution ont dû 
optimiser la fonction de cette enzyme importante. On pense que 
la nhotneunthèes pet annamme à une néninde où l'atmonenhère ter. 
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FIGURE 24-37 La photorespiration, Cette voie métabolise le phospho- 
glycolate produit par l'oxydation du RuBP catalysée par la RuBP car- 
boxylase, Les réactions ont lieu, comme indiqué, dans le chloroplaste, le 
peroxysome, La mitochondrie et le cytosol. Noter l'utilisation de deux 
glycines pour former de la sérine + CO, (Section 26-3B), 
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restre contenait de grandes quantités de CO, et très peu d'O, de 
sorte que la photorespiration était sans conséquence. On a sug- 
géré que la réaction de la RuBisCO faisait intervenir un inter- 
médiaire obligatoire auto-oxydable par nature, Une autre hypo- 
thèse serait que La photorespiration protège l'appareil 
photosynthétique de lésions par photo-oxydation quand la quan- 
tité de CO, est insuffisante pour dissiper l'énergie de la lumière. 
Le fait que des chloroplastes ou des cellules de feuilles forte- 
ment éclairées en l'absence de CO, et d'O, perdent rapidement 
et irréversiblement leur capacité photosynthétique, est en faveur 
de cette dernière hypothèse, 


b. La photorespiration freine la vitesse de croissance des 

plantes 

La concentration en CO, à l'état stationnaire, atteinte quand un 
organisme photosynthétique est éclairé dans un système clos, est 
appelée son point de compensation en CO, . Pour des plantes en 
bonne santé, cela correspond à la concentration en CO, où les 
vitesses de la photosynthèse et de la photorespiration sont égales. 
Pour de nombreuses espèces elle est de -40 à 70 ppm (parts par 
million) de CO, (la concentration normale en CO, dans l'atmo- 
sphère est de 330 ppm), ce qui signifie que la fixation de CO, par 
la photosynthèse domine généralement la libération de CO, par la 
photorespiration. Toutefois, le point de compensation en CO, aug- 
mente avec la température car l'activité oxygénase de la RuBisCO 
augmente plus rapidement avec la température que son activité 
carboxylase. Ainsi, par temps chaud et ensoleillé, quand la photo- 
synthèse a réduit la teneur en CO; du chloroplaste et augmenté 
celle de l'O,, la vitesse de la photorespiration peut approcher celle 
de la photosynthèse. Ce phénomène est, en fait, un facteur limitant 
majeur de la croissance de nombreuses plantes, Certes, des plantes 


ayant une RuBisCO à activité oxygénase significativement réduite, 
non seulement auront un rendement photosynthétique accru, mais 
auront besoin de moins d'eau car leurs stomates (les pores qui 
conduisent aux espaces internes des feuilles) devront rester ouverts 
moins longtemps pour absorber le CO:, et de moins d'engrais car 
elles auront moins besoin de leur RuBisCO. Le contrôle de la pho- 
torespiration est donc un problème agricole important et non 
résolu qui est abordé actuellement par les techniques de génie 
génétique (Section 5-5). 


c. Les plantes à C, concentrent le CO, 

Certaines espèces de plantes, comme la canne à sucre, le maïs 
et les mauvaises herbes les plus rebelles, ont un cycle métabolique 
qui concentre le CO, dans leurs cellules photosynthétiques, empé- 
chant presque totalement la photorespiration (leur point de com- 
pensation en CO, est compris entre 2 et 5 ppm). Les feuilles des 
plantes qui sont le siège de ce cycle en C, ont une anatomie carac- 
téristique. Leurs vaisseaux les plus fins sont entourés d'une seule 
couche concentrique de cellules de la gaine périvasculaire, qui, à 
leur tour, sont entourées d'une couche de cellules du mésophylle. 

Le cycle en C, (Fig. 24-38) fut élucidé dans les années 1960 
par Marshall Hatch et Roger Slack. Il débute par l'absorption de 
CO, atmosphérique par les cellules du mésophylle qui, n'ayant pas 
de RuBisCO dans leurs chloroplastes, assurent cette fonction en le 
condensant sous forme de HCO”, avec le phosphoénolpyruvate 
(PEP) pour donner de l'oxaloacétate. Celui-ci est réduit par le 
NADPH en malate qui est exporté dans les cellules de la gaine 
périvasculaire (le terme C, fait référence à ces acides à quatre car- 
bones). Là, le malate subit une décarboxylation oxydative en pré- 
sence de NADP* pour former du CO,, du pyruvate et du 
NADPH. Le CO,, qui a été concentré par ce processus, entre dans 
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FIGURE 24-38 La voie en C,. Le CO, est concentré dans les cellules du mésophylle et transporté dans les 
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trons entrent ensuite dans le complexe cytochrome b,f, qui transporte 
les protons, via un cycle Q, du stroma dans la lumière du thylacoïde. 
Ces électrons sont transférés séparément, par un transporteur à plasto- 
cyanine, directement au pigment photo-oxydé du PSI absorbant les 
photons, P700, qui est une paire de molécules de Ch a semblable à la 
paire spéciale du PbRC. L'électron préalablement libéré de P700° 
passe par les deux branches d'une chaîne bifurquée de molécules de 
Chi a puis via une chaîne de trois centres [4Fe-4$], à une molécule de 
ferrédoxine (Fd) soluble qui contient un centre [2Fe-2S]. L'électron 
réduit alors le NADP* par un processus non cyclique assuré par la fer- 
rédoxine-NADP* réductase. Alternativement, il peut être restitué, sans 
doute par la ferrédoxine-plastoquinone réductase, au pool de plasto- 
quinones dans un processus cyclique qui ne requiert pas d'électrons du 
PSI et n'assure que la translocation de protons à travers la membrane 
des thylacoïdes. L'ATP est synthétisé par l'ATP synthase CF,- CF,, qui 
ressemble étroitement au complexe mitochondrial analogue, dans une 
réaction assurée par dissipation du gradient de protons à travers la 
membrane des thylacoïdes. 

3 & La phase obscure Le CO, est fixé lors des réactions de la 
phase obscure de la photosynthèse des plantes et des cyanobactéries par 
les réactions du cycle de Calvin, La première phase du cycle de Calvin 
se traduit globalement par la réaction 3RuBP + 3CO, — 6GAP avec 
consommation de 9 ATP et de 6 NADPH produits lors de la phase lumi- 


neuse. La deuxième phase répartit les atomes de cinq GAP pour refor- 
mer les trois RuBP de départ, processus qui ne nécessite pas d'apport 
d'énergie ou d'équivalents réducteurs supplémentaires. Le sixième 
GAP, le produit du cycle de Calvin, est utilisé pour la synthèse de glu- 
cides, d'acides aminés et d'acides gras. Les enzymes qui contrôlent le 
flux du cycle de Calvin sont photo-activées par l'intermédiaire de varia- 
tions de pH et de concentrations en Mg?* et en NADPH, ainsi que par 
l'état rédox de la thiorédoxine. L'enzyme centrale du cycle de Calvin, 
la RuBP carboxylase, catalyse une réaction de carboxylation et une 
réaction d’oxygénation avec RuBP. Cette dernière réaction est la pre- 
mière étape de la photorespiration qui libère du CO. La vitesse de la 
photorespiration augmente avec la température et diminue avec la 
teneur en CO,, ce qui fait que la photorespiration entraîne des pertes 
énergétiques significatives pour la plupart des plantes les jours de 
grande chaleur et de grand soleil. Les plantes à C4, très fréquentes sous 
les tropiques, ont un système qui leur permet de concentrer le CO, dans 
leurs cellules photosynthétiques afin de minimiser les effets de la pho- 
torespiration mais aux dépens de deux ATP par CO, fixé. Certaines 
plantes du désert économisent leur eau en absorbant le CO, la nuit et en 
le libérant pour le cycle de Calvin le jour. Ce métabolisme des acides 
des Crassulacées fait intervenir un système semblable au cycle des 
plantes à C,. 
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1. Pourquoi la chlorophylle est-elle verte alors qu'elle absorbe dans les régions du rouge et du bleu du spectre (Fig. 24-5)? 


1. Pourquoi la chlorophylle est-elle verte alors qu'elle absorbe dans les 
régions du rouge et du bleu du spectre (Fig. 24-5) ? 

2. La «marée rouge» est une prolifération massive de certaines 
espèces d'algues qui donnent une couleur rouge à l'eau de mer. Quelles 
sont les caractéristiques spectrales des principaux pigments photosynthé- 


tiques de ces alonce 7 


3 On ajoute H, *O à une suspension de chloroplastes capables d'assu- 
rer La photosynthèse, Où le marqueur radioactif apparaît-il lorsque la sus- 
pension est exposée à La lumière ? 

4 Indiquez. quand cela est possible, les consituants analogues dans les 


Chaînes de transport des électrons des bactéries photosynthétiques pourpres 
et des chlorontaetes. 
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Les lipides jouent des rôles indispensables dans la structure et le 
métabolisme de la cellule. Par exemple, les triacylglycérols repré- 
sentent la principale réserve d'énergie métabolique chez les ani- 
mary * le cholectéenl ect un conctituant vital des membranes cell. 


laires et le précurseur des hormones stéroïdes et des sels biliaires ; 
l'arachidonate, un acide gras insaturé en C.,, est le précurseur des 
prostaglandines, prostacyclines, thromboxanes, leucotriènes et 
lipoxines, médiateurs intercellulaires importants qui contrôlent de 
nombreux processus complexes; enfin, les glycolipides et les 
phospholipides complexes sont des constituants essentiels des 
membranes biologiques. Nous avons étudié les structures des 
lipides simples et complexes dans la Section 12-1. La première 
partie de ce chapitre sera consacrée à l'étude du métabolisme des 
acides gras et des triacylglycérols, y compris leur digestion, leur 
oxydation et leur biosynthèse, Puis nous examinerons comment le 
cholestérol est synthétisé et utilisé, et comment sont synthétisés les 
prostaglandines, prostacyclines, thromboxanes, leucotriènes et 
lipoxines. Nous terminerons par l'étude de la biosynthèse des gly- 
colipides et des phospholipides complexes à partir de lipides et 
glucides simples. 


1 M DIGESTION, ABSORPTION ET 
TRANSPORT DES LIPIDES 


Les triacylglycérols (appelés aussi graisses ou triglycérides) 
représentent -90 % des lipides alimentaires et la forme principale 
de réserve énergétique métabolique chez les êtres humains. Les tri- 
acylglycérols sont des triesters de glycérol et d'acides gras tels que 
les acides palmitique ou oléique 
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1-Palmitoyl-2,3-dioléoyl-glycérol 


(les noms et formules développées de quelques acides gras cou- 
rants sont donnés dans le Tableau 12-1). Comme le glucose, ils 
sont catabolisés en CO, et H,0. Cependant, comme la plupart des 
atomes de carbone des triacylglycérols sont dans des états d'oxy- 
dation inférieurs à ceux du glucose, le métabolisme oxydatif des 
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TABLEAU 25-1 Contenu énergétique des constituants alimen- 
taires 


Constituant AH(K] - g”! de poids sec) 
Glucide 16 
Lipide 37 

Protéine 17 


Source: Newsholme, E.A. and Leech. AR. Biochemistry for the Medical 
Sciences, p. 16, Wiley (1983). 


cides et des protéines à poids sec égal (Tableau 25-1), De plus, 
étant non polaires, les triacylglycérols sont mis en réserve sous 
forme anhydre, tandis que le glycogène, forme de stockage du glu- 
cose, étant polaire il est mis en réserve sous une forme hydratée 
qui contient environ deux fois son poids sec en eau. Les graisses 
fournissent par conséquent six fois plus d'énergie métabolique que 
le glycogène hydraté à poids égal. 


a. La digestion des lipides se fait aux interfaces lipide-eau 

Les triacylglycérols étant insolubles dans l'eau alors que les 
enzymes de la digestion sont hydrosolubles, /a digestion des tri- 
acylglycérols se fait aux interfaces lipide-eau. La vitesse de diges- 
tion des triacylglycérols dépend par conséquent de la surface de 
l'interface, qui se trouve fortement augmentée par les mouvements 
péristaltiques de l'intestin associés à l’action émulsifiante des sels 
biliaires (également appelés acides biliaires). Les sels biliaires 
sont des détergents digestifs puissants qui, comme nous le verrons 
dans la Section 25-6C, sont synthétisés par le foie et sécrétés via 
la vésicule biliaire dans l'intestin grêle, où la digestion et l'ab- 
sorption des lipides se déroulent principalement. 


b. La lipase pancréatique nécessite une activation 
interfaciale et possède une triade catalytique 

La lipase pancréatique (ou triacylglycérol lipase) catalyse 
l'hydrolyse des triacylglycérols aux positions 1 et 3 pour donner 
successivement des 1,2-diacylglycérols et des 2-acylglycérols, 
ainsi que les sels de Na* et de K* des acides gras (savons). Ces 
savons étant amphipatiques, ils favorisent le processus d'émulsion 
des lipides. 

L'activité enzymatique de la lipase pancréatique augmente for- 
tement lorsqu'elle est complexée à la colipase pancréatique, une 
protéine qui forme un complexe 1:1 avec la lipase en présence 
d'un mélange de micelles de phosphatidylcholine (Fig. 12-4) et de 
sels biliaires. Ce complexe favorise l'adsorption de l'enzyme sur 
les gouttelettes d'huile émulsifiée et stabilise l'enzyme sous sa 
conformation active. Les structures par rayons X, déterminées par 
Christian Cambillau, des complexes lipase-procolipase pancréa- 
tiques seuls ou cocristallisés avec des micelles mixtes de phospha- 
tidylcholine et de sels biliaires ont révélé l'origine structurale de 
l'activation de la lipase et le mécanisme par lequel la colipase et 
les micelles facilitent la liaison de la lipase à l'interface lipide-eau 
(Fig. 25-1). 

Le site actif de la lipase pancréatique (449 résidus), situé dans 
le domaine N-terminal de l’enzyme (résidus 1-336), contient une 
triade catalytique qui ressemble étroitement à celle des protéases à 
sérine (Section 15-3B ; se rappeler que l'hydrolyse d'un ester fait 
intervenir un n mécanisme équivalent à celui de l'hydrolyse d'une 


FIGURE 25-1 Mécanisme de l'activation à l'interface de la triacyt- 
glycérol lipase complexée à la procolipase. Après s'être lié à une 
micelle phospholipidique (vert), le couvercle (jaune) de 25 résidus recou- 
vrant le site actif (beige) de l’enzyme change de conformation, exposant 
ses résidus hydrophobes et découvrant ainsi le site actif, Cela entraîne un 
déplacement latéral de la boucle B5 (brun) de 10 résidus et la formation 
du trou oxyanion de l'enzyme. La procolipase (magenta) change aussi de 
conformation et établit des liaisons hydrogène avec le couvercle 

« ouvert », ce qui le stabilise dans cette conformation, formant ainsi, en 
association avec la lipase, une surface hydrophobe allongée. [D'après 
Nature, 362, 793 (1993). Reproduit avec autorisation. PDBid 1LPA.] 


actif de la lipase est fermé par un couvercle hélicoïdal de 25 rési- 
dus. La présence de micelles mixtes entraîne une réorganisation 
structurale complexe du couvercle qui expose le site actif: la 
boucle B5 de dix résidus change de conformation pour constituer 
le trou de l’oxyanion de l'enzyme active et former une surface 
hydrophobe à l'entrée du site actif. De fait, le site actif du com- 
plexe micellaire présente un long segment dense aux électrons en 
contact avec le résidu Ser de la triade catalytique et qui semble être 
une molécule de phosphatidylcholine, 

La procolipase se lie au domaine C-terminal de la lipase 
(résidus 337-449) de sorte que les extrémités hydrophobes des 
trois boucles qui représentent la majeure partie de cette protéine 
de 90 résidus s'étendent depuis le complexe du même côté que 
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(a) 


FIGURE 25-4 Structure et mécanisme d'action de la phospholipase 
A3. (a) Structure par rayons X de la phospholipase À, porcine, protéine 
monomérique de 124 résidus (bleu lavande) complexée à l'intermédiaire 
tétraédnique modèle MJ33, Le site actif de l'enzyme contient une trade 
catalytique semblable à celle des protéases à sérine (Fig. 15-21), une 
molécule d'eau remplaçant la Ser catalytique. Les chaines latérales His 
48 et Asp 99 de cette triade ainsi que MJ33 sont représentés en bâtonnets 
et colorés selon le type d'atome (C en gris, N en bleu, O en rouge, F en 
vert et P en jaune). La molécule d'eau de la triade catalytique et l'ion 
Ca* important pour la catalyse sont représentés par des sphères en rouge 
et en bleu-vert. Les liaisons hydrogène importantes pour la catalyse et les 
interactions fixant le Ca?* sont représentées par de fines lignes noires. Le 
groupement phosphoryle tétraédrique de MJ33 occupe probablement le 
site de la molécule d'eau (qu'on ne peut observer). Les résidus 65 à 74 
de la protéine om été omis pour plus de clarté, [D'après une structure par 
rayons X due à Mahendra Jain et Brian Bahnson, University of Dela- 
ware. PDBid 1FXF.] (b) Mécanisme catalytique de la phospholipase A.. 
(1) La triade catalytique active une seconde molécule d'eau pour une 
attaque du carbone carbonyle scissile, Ca? fixant par coordinence La 
molécule d'eau activée et stabilisant par effet électrostatique l'intermé- 
diaire tétraédrique ainsi produit (plutôt que de le faire par catalyse 
nuckéophile comme pour les protéases à sérine : Fig. 15-23). (2) L'inter- 
médiaire tétraédrique se décompose pour donner les produits. [D'après 
Berg. O.G., Gelb, M.H.. Tsai, M-D., and Jain, M.K., Chem, Rev. 101, 
2638 (2001).] 


la surface de l'agrégat phospholipidique (micelle ou membrane) au 
site actif de l'enzyme liée. Ainsi, quand le substrat part de sa 
micelle pour se lier à l'enzyme, le substrat n’a pas besoin d'être 
solvaté puis désolvaté (Fig. 25-3). Par contre, les phospholipides 
solubles et dispersés doivent d'abord surmonter ces barrières ciné- 
tiques importantes afin de se lier à l'enzyme. 

De même, le mécanisme catalytique de la phospholipase A, 
diffère notoirement de celui de la triacylglycérol lipase, Bien que 
le site actif de la phospholipase À, contienne les résidus His et Asp 
d'une triade catalytique, une molécule d'eau liée à l'enzyme 
occupe la position qui serait celle d'une Ser de centre actif. De 
plus, le site actif contient un ion Ca?* lié et ne forme pas d'inter- 
médiaire acyl-enzyme. Sigler propose donc que la phospholipase 
À, catalyse l'hydrolyse directe de phospholipides grâce à une 
« dyade catalytique » His-Asp qui activerait une molécule d'eau du 
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Ca** stabilisant l'état de transition oxyanion. Cependant, la struc- 
ture par rayons X de la phospholipase A, complexée à MJ33, 
CH; — 0 —(CH)5 — CHa 
H,C—0 + —0— ce 
O7  CH—0—CH,—CFs 
MJ33 [1-Hexadécyl-3-(trifluoroéthyl)-sn-glycéro- 
2-phosphométhanol] 


analogue de l'intermédiaire tétraédrique, déterminée ultérieure- 
ment par Mahendra Jain et Brian Bahnson, suggère que cette 
attaque nucléophile est en fait menée par une seconde molécule 
d'eau fixée à l'ion Ca}*et qui avait échappé à l'observation (Fig. 


25-4b) où la triade catalytique Asp-His-eau et l'ion Ca?* activent 
tous deux cette deuxième molécule d'eau, l'ion Ca?* stabilisant 
également l'intermédiaire tétraédrique qui en résulte. 


d. Les sels biliaires et la protéine de liaison des acides gras 
facilitent l'absorption des lipides par l'intestin 

Le mélange d'acides gras et de mono- et diacylglycérols pro- 
duits par la digestion des lipides est absorbé par les cellules qui 
bordent l'intestin grêle (la muqueuse intestinale) via un processus 
facilité par les sels biliaires. Les micelles formées par les sels 
biliaires prennent en charge les produits non polaires de dégrada- 
tion des lipides afin de permettre leur transport à travers la couche 
d'eau non perturbée à la surface de la paroi intestinale, L'impor- 
tance de ce processus est démontrée chez des personnes dont les 
canaux biliaires sont obstrués : très peu de lipides alimentaires sont 
absorbés, la majorité étant éliminée sous forme hydrolysée dans 
les fèces (stéatorrhée). Manifestement, les sels biliaires ne sont 
pas seulement utiles à la digestion des lipides mais sont essentiels 
à l'absorption des produits de digestion des lipides. De même, les 
sels biliaires sont nécessaires à l'absorption intestinale efficace des 
vitamines liposolubles À, D, E et K. 

Une fois dans les cellules intestinales, les acides gras forment 
des complexes avec la protéine de liaison des acides gras intes- 
tinale (I-FABP, pour intestinal fatty acid-binding protein), pro- 
téine cytoplasmique dont le rôle est d'augmenter la solubilité réelle 
de ces substances insolubles dans l’eau et aussi de protéger la cel- 
lule de leurs actions de type détergent (se rappeler que les savons 
sont des sels d'acides gras). Les structures par rayons X de la I- 
FABP de rat, seule ou complexée à une seule molécule de palmi- 
tate, ont été déterminées par James Sacchettini, Cette protéine 
monomérique de 131 résidus est formée essentiellement de 10 seg- 
ments B antiparallèles répartis en deux feuillets B pratiquement 
orthogonaux (Fig. 25-5). Le palmitate se trouve dans une brèche 
située entre deux segments B ce qui fait qu'il est pratiquement 
parallèle, sur presque toute sa longueur, aux segments B qui bor- 
dent la brèche (structure appelée parfois « B-clam »). Le groupe- 
ment carboxylate du palmitate est en contact avec Arg 106, Gin 
115 et deux molécules d’eau liées, tandis que la chaîne méthylène 
est enveloppée des chaînes latérales de plusieurs résidus hydro- 
phobes, le plus souvent aromatiques. 


e. Les lipides sont transportés sous forme de complexes 
lipoprotéiques 
Les produits de la digestion des lipides absorbés au niveau de 
la muqueuse intestinale sont transformés par celle-ci en triacylgly- 
cérols (Section 25-4F) puis enfermés dans des particules lipopro- 
téiques appelées chylomicrons. A leur tour, ceux-ci sont libérés 
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FIGURE 25-5 Structure par rayons X de la protéine de liaison des 
acides gras intestinale de rat, La structure est représentée en ruban 
(bleu), complexée au palmitate, représenté en modèle éclaté (jaune), 
[Avec la permission de James Sacchettini, Albert Einstein College of 
Medicine.] 


dans le courant sanguin par le système lymphatique qui les trans- 
porte aux tissus, De même, les triacylglycérols synthétisés par le 
foie sont enfermés dans des lipoprotéines à très faible densité 
(VLDL pour very low density lipoproteins) puis libérés dans le 
sang. Ces lipoprotéines, dont les origines, les structures et les fonc- 
tions sont étudiées dans la Section 12-5, gardent en solution 
aqueuse leurs constituants lipidiques, autrement insolubles. 

Les triacylglycérols des chylomicrons et des VLDL sont hydro- 
lysés en acides gras libres et en glycérol dans les capillaires du 
tissu adipeux et des muscles squelettiques par la lipoprotéine 
lipase (Section 12-5B). Les acides gras libres formés restent dans 
ces tissus tandis que le glycérol est transporté au foie et aux reins 
pour être transformé en dihydroxyacétone phosphate sous les 
actions successives de la glycérol kinase et de la glycérol-3-phos- 
phate déshydrogénase (Fig. 25-6). 

La mobilisation des triacylglycérols en réserve dans le tissu 
adipeux implique leur hydrolyse en glycérol et acides gras libres 
par la triacylglycérol lipase hormono-sensible (ou lipase hor- 
mono-sensible ; Section 25-5). Les acides gras libres sont libérés 
dans le courant sanguin où ils se lient à l'albumine, une protéine 
soluble monomérique de 585 résidus qui représente environ la 


CH:0H ATP ADP CH:OH NAD* NADH+H* CH,0H 
HO—C—H HO—C—H C=0 
| glycérol | ü glycérol-3- | : 
CH,0H kinase CH;—0—PO; phosphate CH;—0—PO: 
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FIGURE 25-7 Structure par rayons X de l’albumine sérique humaine 
complexée à 7 molécules d'acide palmitique. La protéine est en doré et 
les acides gras sont en modèle compact avec C en vert et O en rouge. 
[D'après une structure par rayons X due à Stephen Curry, Imperial Col- 
lege of Science, Technology. and Medicine, London, U.K. PDBid 1E7H.] 


moitié des protéines totales du sérum sanguin. En l'absence d'al- 
bumine, la solubilité maximum des acides gras libres est -107* 
M. Pour des concentrations supérieures, les acides gras libres for- 
ment des micelles dont les propriétés détergentes détruisent la 
structure des protéines et des membranes, ce qui en ferait des com- 
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FIGURE 25-8 L'expérience classique de Franz Knoop montrant 
que les acides gras sont oxydés au niveau de leur carbone B. Des 
acides gras &-phénylés à nombre impair d'atomes de carbone sont 
oxydés en acide benzoïque (produit en C, phénylé), alors que ceux 
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posés toxiques. Cependant, la solubilité réelle des acides gras com- 
plexés à l'albumine est de 2 mM. Toutefois, les rares personnes 
atteintes d'analbuminémie (leur taux d'albumine est très faible) 
ne souffrent pas de symptômes particuliers ; manifestement, leurs 
acides gras libres sont transportés sous forme de complexes avec 
d'autres protéines sériques. 

La structure par rayons X de l’albumine humaine complexée à 
divers acides gras courants, déterminée par Stephen Curry, montre 
que chaque molécule d'albumine peut fixer jusqu'à sept molécules 
d'acides gras (Fig. 25-7). Cependant, ces sites diffèrent en affinité, 
si bien qu'en conditions physiologiques chaque molécule d’albu- 
mine transporte entre 0,1 et 2 molécules d'acides gras. L'albumine 
fixe également une variété extrémement large de médicaments et 
influence donc sérieusement, mais de façon souvent imprévisible, 
leur pharmacocinétique (Section 15-4B). Ainsi, l'afflux d'acides 
gras dans le sang après les repas peut modifier la pharmacociné- 
tique d’un médicament par interactions compétitives et/ou coopé- 
ratives. 


2 H OXYDATION DES ACIDES GRAS 


La stratégie biochimique de l'oxydation des acides gras a été com- 
prise bien avant l'avènement de techniques modernes qui ont per- 
mis la purification des enzymes ou l’utilisation des traceurs radio- 
actifs. En 1904, Franz Knoop, lors de la première utilisation de 
marqueurs chimiques pour élucider une voie métabolique, nourrit 
des chiens avec des acides gras marqués sur leur carbone @ (le der- 
nier carbone) par un noyau de benzène puis isola les produits 
métaboliques phénylés de leur urine. Des chiens nourris avec des 
acides gras à nombre impair d’atomes de carbone excrètent de 
l'acide hippurique, la glycinamide de l'acide benzoïque, tandis 
que ceux nourris avec des acides gras à nombre pair d'atomes de 
carbone excrètent l'acide phénylacéturique, la glycinamide de 
l'acide phénylacétique (Fig. 25-8). Knoop déduisit de ces expé- 
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nylacétique (produit en C; phénylé). Ces produits sont excrétés sous 

leurs formes glycinamide respectives, les acides hippurique et phényla- 
céturique. Les flèches verticales indiquent les sites d'oxydation de car- 
bone déduits, Les produits intermédiaires en C, sont oxydés en CO, et 
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FIGURE 25-11 Transport des acides gras dans la mitochondrie, 


de carnitine libre en sens inverse. Le transport d'acyl-CoA fait 
donc intervenir quatre réactions (Fig. 25-11): 


1. Le groupement acyle d'un acyl-CoA cytosolique est trans- 
féré à la carnitine, libérant ainsi le CoÀ qui rejoint son pool cyto- 
solique. 

2. L'acyl-carnitine formée est transportée dans la matrice mito- 
chondriale par le système de transport. 

3. Le groupement acyle est transféré à une molécule de CoA 
du pool mitochondrial, 

4. Le produit carnitine rejoint le cytosol. 

Ainsi, la cellule conserve des pools distincts de CoA. Le pool 
mitochondrial permet la dégradation oxydative du pyruvate (Sec- 
tion 21-2A), de certains acides aminés (Sections 26-3E-G) et des 
acides gras, tandis que le pool cytosolique est utilisé dans la bio- 
synthèse des acides gras (Section 25-4). La cellule garde égale- 
ment des pools séparés d'ATP et de NAD* cytosoliques et mito- 
chondriaux. 


C. B oxydation 


Les acides gras sont dégradés par B oxydation des acyl-CoA, un 
processus qui fait intervenir quatre réactions (Fig. 25-12): 


L. Formation d’une double liaison trans entre les carbones & et 
B suite à une déshydrogénation assurée par la flavoprotéine acyl- 
CoA déshydrogénase (AD). 

2. Hydratation de la double liaison par l’énoyl-CoA hydratase 
(EH) qui donne un 3-L-hydroxyacyl-CoA. 

3. Déshydrogénation NAD*-dépendante de ce B-hydroxyacyl- 
CoA par la 3-L-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD) pour 
former le B-cétoacyl-CoA correspondant. 

4. Réaction de thiolyse avec le CoÀ qui provoque la rupture de 
la liaison C,—Cy, catalysée par la B-cétoacyl-CoA thiolase (KT 
ou simplement thiolase) pour donner de l'acétyl-CoA et un nou- 
vel acyl-CoA avec deux atomes de carbone de moins que celui de 


cycle de l'acide citrique qui transforment le succinate en oxaloa- 
cétate (Sections 21-3F-H): 
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Les mitochondries ont quatre acyl-CoA déshydrogénases spé- 
cifiques des acyl-CoA à courte (C, à C;), moyenne (C, à Co), 
longue (entre moyenne et très longue) et très longue (C;, à C5) 
chaîne hydrocarbonée. On pense que la réaction catalysée par ces 
enzymes impliquerait le départ d'un proton du C, et le transfert 
d'un équivalent d'ion hydrure du Cy au FAD (Fig. 25-12, Réaction 
1). La structure par rayons X de la déshydrogénase des acyl-CoA 
à longueur de chaîne moyenne (MCAD) complexée à de l’octa- 
noyl-CoA, déterminée par Jung-Ja Kim, montre clairement com- 
ment s’orientent la base de l'enzyme (Glu 376), la liaison C,—Cy 
du substrat, et le groupement prosthétique FAD pour qu'il y ait 
réaction (Fig. 25-13). 


a. L'acyl-CoA déshydrogénase est réoxydée par 
l'intermédiaire de la chaine de transport des électrons 
Le FADH, formé lors de l'oxydation de l'acyl-CoA est 

réoxydé par la chaîne respiratoire mitochondriale par l'intermé- 
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FIGURE 25-12 Voie de la f oxydation des acyl-CoA. 


protéine de transfert d'électrons (ETF) transfère une paire 
d'électrons du FADH, à la flavoprotéine fer-soufre ETF:ubiqui- 
none oxydoréductase qui, à son tour, transfère une paire d'élec- 
trons à la chaîne respiratoire mitochondriale en réduisant le coen- 
zyme Q (CoQ ; Fig. 25-12, Réactions 5-8). La réduction de O, en 
H,0 par la chaîne respiratoire commençant au niveau du CoQ, se 
solde par la synthèse de deux ATP par paire d'électrons transférés 
(Section 22-2B). 


b. Une déficience en acyl-CoA déshydrogénase peut avoir 
des conséquences fatales 
La mort inopinée d'un nourrisson apparemment en bonne 
santé, le plus souvent la nuit, est appelée, faute d'explications 
plausibles, syndrome de la mort subite du nourisson (SIDS : 
cudden infant death svndromce). On s'est anercu que la MCAD est 
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2ADP 2ATP 
+ 2P, 


FIGURE 25-13 Représentation en ruban de la région du site actif 
d'une sous-unité de l'acyl-CoA déshydrogénase à longueur de chaine 
moyenne, de mitochondrie de foie de porc, complexée à de l'octanoyl- 
CoaA. L'enzyme est un homotétramère composé de sous-unités identiques 
de 385 résidus, chacune d'elles étant liée au groupement prosthétique 
FAD (vert) et à son substrat octanoyl-CoA (l'octanoyl en bleu clair et le 
CoA en blanc) en conformations très allongées. L'octanoyl-CoA se lie de 
sorte que sa liaison C,—C, est prise en sandwich entre le groupement 
carboxylate de Glu 376 (rouge) et le cycle flavinique (verr), en accord 
avec l'hypothèse où Glu 376 serait la base générale qui capture le proton 
en & lors de la réaction d'ou f déshydrogénation catalysée par l'enzyme. 
[D'après une structure par rayons X due à Jung-Ja Kim, Medical College 
of Wisconsin. PDBid 3MDE.] 


déficiente chez 10 % de ces nourrissons, ce qui fait que cette mala- 
die est plus répandue que la phénylcétonurie (PKU) (Section 26- 
3H), une anomalie d’origine génétique de la dégradation de la phé- 
nvlalanine pour laauelle les héhés de nombreux pavs sont testés 
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Intermédiaire réactionnel présumé qui réagit avec le FAD de l'acyl-CoA déshydrogénase 


FIGURE 25-14 Transformations métaboliques de l'hypoglycine A 
donnant un produit qui inactive l’acyl-CoA déshydrogénase, Des 


systématiquement. Aussitôt après un repas, le glucose est le sub- 
strat énergétique principal, mais quand le taux de glucose diminue, 
la vitesse d'oxydation des acides gras doit augmenter parallèle- 
ment. La mort subite des nourrissons déficients en MCAD pourrait 
résulter du déséquilibre entre les oxydations du glucose et des 
acides gras. 

Le résidu Lys 304, remplacé par un Glu dans les formes les 
plus répandues de déficience en MCAD, se trouve à -20 À du 
site actif de l’enzyme et ne peut donc participer à la liaison du 
substrat ou du FAD. Cependant, puisque les chaînes latérales de 
Asp 300 et de Asp 346 sont à moins de 6 À de Glu 304, proche 
d’une interface entre sous-unités, il n'est pas impossible que 
cette forte concentration de charges négatives résultant de la 
mutation Lys 304 — Glu provoque la déstabilisation structurale 
de l'enzyme. 

La déficience en acyl-CoA déshydrogénase est aussi impliquée 
dans la maladie des vomissements de la Jamaïque (Jamaican 
vomiting sickness), caractérisée par des vomissements violents 
suivis de convulsions, de coma et de la mort. Dans la plupart des 
cas, on constate une forte hypoglycémie. Cette maladie survient 
après ingestion du fruit vert de l’akee, qui contient de l’hypogly- 
cine A, acide aminé rare métabolisé en méthylènecyclopropyla- 
cétyl-CoA (MCPA-CoA ; Fig. 25-14), Le MCPA-CoA, un sub- 
strat pour l'acyl-CoA déshydrogénase, subirait la première 
réaction catalysée par cette enzyme, le départ d'un proton du C,, 
pour former un intermédiaire réactif qui modifierait par liaison 
covalente le FAD de l'enzyme (Fig. 25-14). Puisque cet intermé- 
diaire réactif est le produit d'une réaction normale catalysée par 
l'enzyme, le MCPA-CoA est ce qu'on appelle un inhibiteur sui- 
cide. 


c. Les énoyl-CoA à longue chaîne sont convertis en acétyl- 
CoA et un acyl-CoA plus court par la protéine 
trifonctionnelle mitochondriale 
Les produits des acyl-CoA déshydrogénases sont des 2-énoyl- 

CoA. Leur sort ultérieur dépend de l’un des trois systèmes sui- 

vants selon la longueur de leur chaîne (Fig. 25-12): les 2-énoyl- 

CoA hydratases (EH), hydroxyacyl-CoA  déshydrogénases 

(HAD)\ et B-rétoacvl.CoA thiolases (KT) à courte movenne ant 


variations de spectre suggèrent que le groupement prosthétique de l'en- 
zyme, le FAD, a été modifié. 


longue chaîne. Les versions à longue chaîne (LC) de ces 
enzymes sont portées par une protéine octamérique &f,, la pro- 
téine trifonctionnelle mitochondriale située dans la membrane 
interne mitochondriale. La LCEH et la LCHAD sont localisées 
dans les sous-unités & et la LCKT dans les sous-unités f. Il 
s'agit donc d'un complexe protéique multifonctionnel (plus 
d'une activité enzymatique pour une seule chaîne polypepti- 
dique) multienzymatique (un complexe de polypeptides cataly- 
sant plus d'une réaction). Une telle enzyme trifonctionnelle a 
l'avantage de canaliser les intermédiaires vers le produit final. 
De fait, ce système ne libère en solution aucun intermédiaire 
hydroxyacyl-CoA ou cétoacyl-CoA à longue chaîne. 


d. La réaction de la thiolase fait intervenir le clivage d’un 
ester de Claisen 
Le stade final de la B-oxydation d'un acide gras, la réac- 
tion de la thiolase, donne un acétyl-CoA et un nouvel acyl-CoA 
avec deux atomes de carbone en moins comparé à celui de 
départ. Ce processus implique cinq étapes réactionnelles (Fig. 
25-15): 


L. Un thiol du site actif réagit avec le groupement B-cétonique 
du substrat. 


2. La rupture d'une liaison carbone-carbone donne un inter- 
médiaire carbanion acétyl-CoA stabilisé par le retrait d'électrons 
dans le groupement carbonyle de ce thioester. Ce type de réaction 
est ce qu'on appelle un clivage d'ester de Claisen (la réaction 
inverse d'une condensation de Claisen). La citrate synthase du 
cycle de l'acide citrique catalyse aussi une réaction qui implique 
la formation d'un intermédiaire carbanion acétyl-CoA stabilisé 
(Section 21-3A). 

3. L'intermédiaire carbanion acétyl-CoA est protoné par un 
groupement acide de l’enzyme, ce qui donne l’acétyl-CoA. 

4 et 5. Enfin, le CoA déplace le groupement thiol de l'en- 
zyme de l'intermédiaire enzyme-thioester, formant ainsi l’acyl- 
CoA. 


La formation d'un intermédiaire thioester-enzyme impliquant un 
ornunement thin! An cite artif net hacñls enr l'hbhenruatinn nue Au 
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FIGURE 25-15 Mécanisme d'action de la B-cétoacyl-CoA thiolase. 
Un résidu Cys du site actif participe à la formation d'un intermédiaire 
enzyme-thioester, 
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['#Clacétyl-CoA marque un résidu Cys spécifique de l'enzyme 
(l'inverse des étapes 4 et 5): 
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e. L'oxydation des acides gras est fortement exergonique 

Le rôle de l'oxydation des acides gras est, naturellement, de 
fournir de l'énergie métabolique. Chaque tour de f oxydation pro- 
duit un NADH, un FADH, et un acétyl-CoA. L'oxydation de l'acé- 
tyl-CoA via le cycle de l'acide citrique forme d’autres FADH, et 
NADH, qui sont réoxydés par les phosphorylations oxydatives 
pour donner de l'ATP. L'oxydation complète d’un acide gras est 
donc un processus fortement exergonique qui assure la formation 
de nombreux ATP. Par exemple, l'oxydation du palmitoyl-CoA 
(acide gras à 16 atomes de carbone) nécessite 7 tours de B oxyda- 
tion, formant 7 FADH,, 7 NADH et 8 acétyl-CoA. L'oxydation des 
8 acétyl-CoA, à son tour, conduit à la formation de 8 GTP, 24 
NADH et 8 FADH,. Puisqu'après phosphorylations oxydatives, les 
31 molécules de NADH formeront 93 ATP et que les 15 molécules 
de FADH, formeront 30 ATP, après soustraction des deux équiva- 
lents d'ATP nécessaires à la formation d'acyl-CoA (Section 25- 
2A), l'oxydation d'une molécule de palmitate permet la formation 
nette de 129 molécules d'ATP. 


D. Oxydation des acides gras insaturés 


Presque tous les acides gras insaturés d'origine biologique (Sec- 
tion 12-IA) ne contiennent que des doubles liaisons cis, qui, le 
plus souvent, commencent entre C9 et C10 (appelée A° ou double 
liaison 9 ; Tableau 12-1). S'il y a d'autres doubles liaisons, elles 
se trouvent à trois carbones d'intervalle et ne sont donc pas conju- 
guées. Les acides oléique et linoléique sont deux exemples 
d'acides gras insaturés (Fig. 25-16), Noter que l’une des doubles 
liaisons de l'acide linoléique se trouve à un atome de carbone 


FIGURE 25-16 Structures de deux acides gras insaturés courants. La plupart des acides gras insatu- 
rés présentent des doubles linrsons insaturées cis non coniuguées. 


922 Chapitre 25. Métabolisme des lipides 


co D 
Propionyl-CoA 
ATP + CO, 
propionyl-CoA carboxylase 
ADP + P, 


| | 
La cu. 


CHy 
(S)-Méthylmalonyl-CoA 


| méthylmalonyl-CoA racémase 
T 
te 


CO; 
(R)-Méthylmalonyl-CoA 


méthylmalonyl-CoA mutase 
Le) 


I 
OC —CHy—CHy—C—SCoA 
Succinyl-CoA 


FIGURE 25-18 Transformation de propionyl-CoA en succinyl-CoA. 
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FIGURE 25-19 Réaction de la propionyl- 
CoA carboxylase, (1) La carboxylation de la 
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implique la formation de CO, comme dans le 


assure le transfert efficace de la biotine entre ces deux sites actifs 
comme postulé pour la pyruvate carboxylase (Section 23-1A). 

La formation du carbanion en C2 dans la deuxième étape de 
la réaction implique le départ d’un proton en & du thioester. Ce 
proton est relativement acide car, comme nous l'avons vu dans 
la Section 25-2C, la charge négative d'un carbanion en & d’un 
thioester peut être délocalisée dans le groupement carbonyle du 
thioester. Cela peut expliquer le chemin relativement compliqué 
pour aller du propionyl-CoA au succinyl-CoA (Fig. 25-18). Il 
semblerait plus simple, du moins sur papier, pour que ce pro- 
cessus se fasse en une étape, qu'il y ait carboxylation du C3 du 
propionyl-CoA, donnant directement le succinyl-CoA. Cepen- 
dant, le carbanion en C3 nécessaire à cette carboxylation serait 
extrêmement instable. La nature a choisi une voie plus facile 
mais moins directe, qui carboxyle le propionyl-CoA sur une 
position plus réactive et qui donne ensuite le squelette en C, du 
produit désiré. 


b. Le groupement prosthétique de la méthylmalonyl-CoA 

mutase est le coenzyme B,;, 

La méthylmalonyl-CoA mutase qui catalyse la troisième 
réaction de la transformation de propionyl-CoA en succinyl-CoA 
(Fig. 25-18), est spécifique du (R)-méthylmalonyl-CoA même si la 
propionyl-CoA carboxylase synthétise stéréospécifiquement le (S)- 
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FIGURE 25-22 Structure par rayons X de la méthyimalonyl-CoA 
mutase de F. Shermanii complexée au 2-carboxypropyl-CoA et à 
l'AdoCbl, (a) La sous-unité &, catalytiquement active, où le domaine N- 
terminal est en bleu-vert avec les segments B de son tonneau æ/f en 
orange, et le domaine C-terminal est en rose. Le 2-carboxypropyl-CoA 
(magenta) et l'AdoCbI (vert) sont en modèle plein, Le 2-carboxypropyl- 
CoA passe par le centre du tonneau w/f et est orienté de sorte que le 
groupement méthylmalonyle du méthylmalonyl-CoA contacterait le cycle 
corrine de l'AdoCbl pris en sandwich entre les domaines N- et C-termi- 
nal de l'enzyme. (b) Disposition des molécules d'AdoCbl et de 2-car- 
boxypropyl-CoA représentées, comme l'est la chaîne latérale de His 610, 


iques. La liaison His N—Co est très longue (2,5 À au 
lieu des 1,9 à 2,0 À observés dans diverses autres structures conte- 
nant de la B,;). On pense que cette liaison étirée et donc affaiblie 
stabilise l'état Co(Il) par rapport à l'état Co(Hil), ce qui favorise la 
formation du radical adénosyle et facilite le clivage homolytique 
impliqué dans la catalyse (Fig. 23-23). Il est probable que le radi- 
cal adénosyle enlève un atome d'hydrogène au substrat, facilitant 
ainsi la réaction de réarrangement par formation intermédiaire 
d'un radical cyclopropyloxy. 


d. Le succinyl-CoA ne peut être métabolisé directement 

par le cycle de l'acide citrique 

La méthylmalonyl-CoA mutase catalyse la transformation d'un 
métabolite en un intermédiaire en C, du cycle de l'acide citrique 
autre que l'acétyl-CoA. Cependant, la voie d'oxydation du succi- 
nyl-CoA n'est pas aussi simple qu'on pourrait le croire à première 
vue. Le cycle de l'acide citrique reforme tous ses intermédiaires en 
C, de sorte que ces composés sont réellement des catalyseurs et 
non des substrats. Par conséquent, le succinyl-CoA ne peut être 
dégradé par les seules enzymes du cycle. De fait, pour qu'un méta- 
bolite soit oxydé par le cycle de l'acide citrique, il doit préalable- 
ment être transformé en pyruvate ou directement en acétyl- 


fl'nÂ Tao Alosalatinn natte du enrinul L'hA hnmmenne ner ea 


Section 25-2. Oxydation des acides gras 925 


(b) 


en bâtonnets colorés selon le type d'atome (C d'AdoCbl et de His en 
vent, C du 2-carboxypropyl-CoA en bleu-vent, N en bleu, O en rouge, P 
en magenta et $ en jaune). L'atome de Co du noyau corine est repré- 
senté par une sphère lavande et les segments B du tonneau &f par des 
rubans oranges. La vue est prise comme dans la Partie a. Noter que le 
groupement DMB (en bas) s'est éloigné du noyau corrine (vu par la 
tranche) pour être remplacé par la chaîne latérale de His 610 du domuine 
C-terminal et que le groupement 5°-désoxyadénosyle n'est pas visible (en 
raison du désordre). [D'après une structure par rayons X due à Philip 
Evans, MRC Labormory of Molecular Biology, Cambridge, U.K. PDBid 
TREQ.] 


transformation, via le cycle de l'acide citrique, en malate, A fortes 
concentrations, le malate est transporté, par l'intermédiaire d'une 
protéine transporteur spécifique, dans le cytosol où il peut subir 
une réaction de décarboxylation oxydative pour donner du pyru- 
vate et du CO,, par l'enzyme malique (malate déshydrogénase, 
décarboxylante) : 


Co; H* + çoz 
+ C = 
HO—È—H NADP”" NADPH co Oy çoï 
CH, (a cs | 
CH 
C Cr 3 
le : 3 7 0 
Malate Pyruvate 


(une enzyme que nous avons déjà vue dans le cycle en C, de la 
photosynthèse; Fig. 24-38). Le pyruvate est alors entièrement 
oxydé par la pyruvate déshydrogénase et le cycle de l'acide 


ritnmn 
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FIGURE 25-23 Mécanisme présumé de la méthylmalonyl-CoA 
mutase. (1) Clivage homolytique de La liaison C—Co(lif) donnant un 
radical 5'-désoxyadénosyle et de la cobalamine à l'état d'oxydation 
Co(ll). (2) Capture d'un atome d'hydrogène du méthylmalonyl-CoA par 
le radical $’-désoxyadénosyle, amenant ainsi la formation d'un radical 
méthylmalonyl-CoA. (3) Réarrangement du squelette carboné pour for- 


e. L'anémie pernicieuse est due à une déficience en 
vitamine B,, 
On décela l'existence de la vitamine B,, en 1926 quand 
George Minot et William Murphy découvrirent que l’anémie per- 
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mer un radical succinyl-CoA via un intermédiaire cyclopropyloxy radica- 
laire présumé. (4) Capture d'un atome d'hydrogène de la 5’-désoxyadé- 
nosine par le radical succinyl-CoA pour former le succinyl-CoA et 
redonner le radical 5'-désoxyadénosyle. (5) Libération du succinyl-CoA 
et régénération du coenzyme. 


tain âge qui se traduit par un nombre de globules rouges insuffi- 
sant, un faible taux d'hémoglobine et une détérioration neurolo- 
gique progressive, pouvait être traitée par la consommation quoti- 
dienne de grandes quantités de foie cru (un traitement que certains 
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enzyme à Fe/*. Le thioester CoA formé subit une réaction de 
décarboxylation oxydative pour donner un nouvel acide gras avec 
un Cy non substitué, La dégradation de la molécule peut alors se 
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FIGURE 25-24 Voie de l’a oxydation des acides gras. L'acide phyta- 
nique, un produit de dégradation de la chaîne latérale phytol de la chloro- 
phylle, est métabolisé par & oxydation en acide pristanique suivi de f 


Acétyl-CoA 


poursuivre par six cycles de B oxydation pour donner trois pro- 
pionyl-CoA, trois acétyl-CoA et un 2-méthylpropionyl-CoA (qui 
sera transformé en succinyl-CoA). 

Une maladie génétique rare, la maladie de Refsum ou le syn- 
drome d’accumulation d'acide phytanique, se caractérise par 
l'accumulation de ce métabolite dans l'organisme. La maladie, 
caractérisée par des troubles neurologiques progressifs comme des 
tremblements, une démarche mal assurée et une faible vision noc- 
turne, est due à une déficience en phytanoyl-CoA hydroxylase. On 
peut diminuer ses symptômes par un régime d'où sont exclus les 
produits qui contiennent de l'acide phytanique, 

Les acides gras à chaîne moyenne et longue sont transformés 
en acides dicarboxyliques par æ oxydation (oxydation du dernier 
atome de carbone). Ce processus, qui est catalysé par des enzymes 
du réticulum endoplasmique, implique l’hydroxylation de l'atome 
C,, de l'acide gras par le cytochrome P,4, une mono-oxygénase 
qui utilise le NADPH et O, (Section 15-4B). Le groupement CH,- 
OH est ensuite oxydé en groupement carboxylique, transformé en 
son dérivé CoA à l'une ou l'autre de ses extrémités, et oxydé par 
B oxydation. L'o oxydation n'est sans doute pas très importante 
dans l'oxydation des acides gras. 


3 Æ CORPS CÉTONIQUES 


L'acétyl-CoA produit par l'oxydation des acides gras dans les 
mitochondries du foie peut être oxydé par le cycle de l'acide 
citrique comme nous l'avons vu dans le Chapitre 21. Cependant, 
une fraction significative de cet acétyl-CoA subit un autre sort. Par 
un processus appelé cétogénèse, qui se déroule principalement 
dans les mitochondries du foie, l'acétyl-CoA est transformé en 
acétoacétate ou en D-B-hydroxybutyrate. Ces composés et l'acé- 
tone, appelés quelque peu improprement corps cétoniques, 
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sont des carburants métaboliques importants pour de nombreux 
tissus périphériques, en particulier le cœur et les muscles squelet- 
tiques. Le cerveau n'utilise normalement que le glucose comme 
source énergétique (les acides gras ne peuvent pas passer la bar- 
rière hémato-encéphalique) mais en cas de jeûne, les corps céto- 
niques sont la source énergétique principale du cerveau (Section 
27-4A). Les corps cétoniques sont des équivalents hydrosolubles 
des acides gras. 

La formation d'acétoacétate se fait par trois réactions (Fig. 25-25) : 


1. Deux molécules d'acétyl-CoA se condensent pour former de 
l'acétoacétyl-CoA grâce à la thiolase (appelée aussi acétyl-CoA acé- 
tyltransférase), qui catalyse la réaction en sens inverse de celle qu'elle 


2. La condensation de l'acétoacétyl-CoA avec une troisième 
molécule d'acétyl-CoA par l'HMG-CoA synthase donne le G- 
hydroxy-B-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Le mécanisme de 
cette réaction ressemble à celui de la réaction en sens inverse de la 
réaction de la thiolase (Fig. 25-15) dans la mesure où un thiol du 
site actif forme un intermédiaire acyl-thioester. 

3. L'HMG-CoA est dégradé en acétoacétate et acétyl-CoA au 
cours d’une réaction de clivage d'ester de Claisen mixte catalysée 
par l'HMG-CoA lyase, Le mécanisme de cette réaction est ana- 
logue à celui de la réaction de la citrate synthase en sens inverse 
(Section 21-3A). (L'HMG-CoA est aussi un précurseur dans la 
biosynthèse du cholestérol et il peut ainsi être utilisé à cette fin 
comme nous le verrons dans la Section 25-6A). 


La réaction globale catalysée par l'HMG-CoA synthase et 
l'HMG-CoA lyase est : 


Acétoacétyl-CoA + H,0 — acétoacétate + CoA 


On peut se demander pourquoi cette hydrolyse apparemment 
simple se fait de manière si indirecte. La réponse n’est pas claire 
mais peut résider dans le mécanisme de régulation. 
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FIGURE 25-25 La cétogenèse : réactions enzymatiques conduisant à 
la formation d'acétoacétate à partir d'acétyl-CoA. (1) Deux molécules 
d'acétyl-CoA se condensent pour donner de l'acétoncétyl-CoA, réaction 
catalysée par la thiolase, (2) Condensation d’ester de Claisen entre l’acé- 
toacétyl-CoA et une troisième molécule d'acétyl-CoA pour donner le B- 
hydroxy-fB-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) catalysée par l'HMG-CoA 
synthase. (3) Dégradation de l'HMG-CoA en acétoacétate et acétyl-CoA 
par une réaction de clivage d'aldol-ester de Claisen mixte catalysée par 
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Section 25-3. Corps cétoniques 


L'acétoacétate peut être réduit en D-B-hydroxybutyrate par la 


B-hydroxybutyrate déshydrogénase : 
H* + 
CH NADH  NAD* (Hs 
Î =0 \ } HO— ( >—H 
CH B-hydroxybutyrate ie 
CO; déshydrogénase CO; 
Acétoacétate b-B-Hydroxybutyrate 


Noter que ce produit est le stéréoisomère du L-B-hydoxyacyl-CoA 
qui se forme dans la voie de B oxydation. L'acétoacétate étant un 
acide B-cétonique, il peut être décarboxylé facilement et non enzy- 
matiquement en acétone et CO... De fait, une odeur d’acétone peut 
être détectée dans l’haleine des personnes présentant de la cétose 
(ou acidocétose), symptôme pouvant traduire une pathologie 
(comme le diabète sucré; Section 27-4B), qui synthétisent plus 
rapidement l'acétoacétate qu'elles ne le métabolisent. 
L'acétoacétate et le B-hydroxybutyrate synthétisés dans le foie 
passent dans le courant sanguin pour être utilisés comme carbu- 
rants alternatifs dans les tissus périphériques. Ces molécules sont 
alors transformées en acétyl-CoA comme le montre la Fig. 25-26. 
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FIGURE 25-26 Transformation métabolique des corps cétoniques en 
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AIGURE 25-28 Comparaison des voies de B oxydation et de synthèse 
des acides gras. Les différences concernent : (1) la localisation intracel- 
lulaire, (2) le transporteur de groupements acyl, (3) Les accepteurs et 


23-4) qui se font en deux étapes, activation de CO, et carboxyla- 
tion : 
[e) 


|| 
Sr "03C—CHy—C—SCoA + E—biotine 
ann HS 


Es 
+ ATP 
ADP + P, 


E—biotine —CO; 
Carboxybiotinyl-enzyme 


Chez E. coli, ces étapes sont catalysées par des sous-unités 
séparées, appelées respectivement biotine carboxylase et trans- 
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A lieu dans le cytoplasme 
ACP est le trans- 


porteur de groupe- Acyl-ACP(C, 2) 
ments acyls 
NADPH est le donneur NADP° 
d'électrons NADPH + H° 
Enoyl-ACP 
Fu 
groupement 3-0-Hydroxyacyl-ACP 
D-B-Hydroxyacyl sé 
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NADPH est le donneur ; 
d'électrons NADPH + H 

B-Cétoacyl-ACP 
le donneur d'unités en CoA + CO, 
C; est le malonyl-CoA Malonyl-CoA 

Acyl-ACP(C,) 


donneurs d'électrons, (4) la stéréochimie des réactions d'hydratation et 
de déshydratation, et (5) la forme sous laquelle les unités en C; sont pro- 
duites ou cédées. 


carboxylase. De plus, la biotine est liée sous forme d'un résidu 
biocytine à une troisième sous-unité, appelée protéine de trans- 
port de biotine carboxylée. Chez les mammifères et les oiseaux, 
ces deux activités enzymatiques ainsi que la protéine de transport 
de biotine carboxylée sont portées par une seule chaîne polypepti- 
dique de 2346 résidus. 


L'acétyl-CoA carboxylase est régulée par 

phosphorylation réversible sous contrôle hormonal 

L'ACC est aussi régulée par des hormones. Le glucagon ainsi 
que l'adrénaline et la noradrénaline (Section 18-3E) provoquent 
l'augmentation de l'état de phosphorylation AMPc-dépendante de 
l'enzyme, ce qui l'inactive. De son côté, l'insuline stimule la 
déphosphorylation de l'enzyme, ce qui l’active. 
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FIGURE 25-29 Le groupement phosphopantéthéine de la protéine transporteur d'acvt (ACP) et du CoA. 
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Le mécanisme de cet effet de l'AMPc est intéressant. In vitro, 
l'ACC est phosphorylée par deux kinases différentes, la protéine- 
kinase AMPc-dépendante (PKA; Section 18-3C) sur Ser 77, et 
la protéine-kinase AMP-dépendante (AMPK ; Sections 25-5 et 
27-1) (laquelle est indépendante de l'AMPc) sur Ser 79. Cepen- 
dant, quand des cellules de foie sont incubées en présence de 
WP.ATP avec des hormones qui augmentent le taux d'AMPc, 
seule la Ser 79 se trouve marquée. Manifestement, l'augmenta- 
tion de [AMPc] se traduit par une phosphorylation accrue des 
sites normalement phosphorylés par l'AMPK et non par la 
PKA. Comment est-ce-possible? On s'est aperçu qu'in vivo, 
l'augmentation de phosphorylation AMPc-dépendante est due 
non pas à la phosphorylation de nouveaux sites mais plutôt à 
l'inhibition de déphosphorylation de sites déjà phosphorylés. 
Nous avons déjà vu un tel mécanisme en étudiant le contrôle du 
métabolisme du glycogène, où la phosphorylation AMPc-dépen- 
dante de l'inhibiteur-1l de la phosphoprotéine-phosphatase 
entraine l'inhibition de la déphosphorylation (Section 18-3C). 
Dans le cas de l'ACC, cependant, la déphosphorylation est cata- 
lysée par la phosphoprotéine-phosphatase-2A, qui est insen- 
sible à l'inhibiteur-1 de la phosphoprotéine-phosphatase, Le 
mécanisme par lequel la PKA provoque l'augmentation de phos- 
phorylation associée à l'activité AMPK est à l'étude. 


b. Les acétyl-CoA carboxylases d'oiseaux et de 
mammifères sont activées par polymérisation de 
l'enzyme 
La microscopie électronique a montré que les protomères 

plats et rectangulaires des acétyl-CoA carboxylases d'oiseaux et 

de mammifères s'associent pour former de longs filaments de 

masses moléculaires comprises entre 4000 et 8000 kD (Fig. 25- 

30). Cerre forme polymérisée de l'enzyme est catalytiquement 

active alors que le protomère ne l'est pas. La vitesse de syn- 

thèse des acides gras est donc contrôlée par l'état d'équilibre 
entre ces formes : 


Protomère (inactif) == polymère (actif) 


La phosphorylation déplace l'équilibre de polymérisation vers 
la forme protomère inactive, la déphosphorylation le déplace vers 
le polymère actif. Plusieurs métabolites affectent l'activité de 
l'ACC, Le citrate se fixe à l'enzyme déphosphorylée et l’active, 
mais il se fixe aussi à l'enzyme phosphorylée et l’active partielle- 
ment, alors que le palmitoyl-CoA l'inhibe. Ainsi, le citrate cytoso- 
lique, dont la concentration augmente quand l'acétyl-CoA s'accu- 
mule dans les mitochondries (Section 25-4D), active la 
biosynthèse des acides gras, alors que le palmitoyl-CoA, produit 
de la voie, est un rétro-inhibiteur. 


c. Il existe deux isoformes principales de l’acétyl-CoA 

carboxylase de mammifère 

L'ACC se présente sous deux isoformes principales, On trouve 
l'ACC a dans le tissu adipeux et l'ACC B dans les tissus qui oxy- 
dent mais ne synthétisent pas les acides gras, comme le muscle 
cardiaque, Les tissus qui synthétisent les acides gras et les oxy- 
dent, tels que le foie, contiennent les deux isoformes, qui sont 
homologues bien que les gènes qui les codent sont situés sur des 
chromosomes différents. Quelle est la fonction de l'ACC B? Le 
produit de la réaction qu'elle catalyse, le malonyl-CoA, est un 
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FIGURE 25-30 Association des protomères de l’acétyl-CoA carboxy- 
lase. Micrographie électronique accompagnée d'un dessin interprétatif 
montrant que les filaments de l'acétyl-CoA carboxylase de foie d'oiseau 


sont formés de chaînes linéaires de protomères rectangulaires plats. 
[Avec la permission de Malcolm Lane, The Johns Hopkins University 
School of Medicine.] 


où les acides gras sont oxydés, point de contrôle principal de ce 
processus. [1 semble donc que l'ACC B exerce une fonction régu- 
latrice (Section 25-5). 

Les acétyl-CoA carboxylases de procaryotes ne sont pas sou- 
mises à de tels contrôles, car les acides gras chez ces organismes 
ne sont pas mis en réserve sous forme de graisses mais sont utili- 
sés essentiellement comme précurseurs des phospholipides. L'en- 
zyme d'E, coli est, en fait, régulée par les nucléotides guanyliques 
de sorte que les acides gras sont synthétisés en fonction des 
besoins de la cellule en croissance. 


C. Acide gras synthase 


La synthèse des acides gras, principalement l'acide palmitique, 
à partir d'acétyl-CoA et de malonyl-CoA fait intervenir sept 
réactions enzymatiques. Ces réactions ont d'abord été étudiées 
dans des extraits acellulaires d'E. coli, où elles sont catalysées 
par sept enzymes indépendantes en présence de l'ACP. On trouve 
aussi des enzymes individuelles ayant ces activités dans les chlo- 
roplastes (le seul site de synthèse des acides gras chez les 
plantes). Dans la levure cependant, les acides gras sont synthé- 
tisés par l'acide gras synthase (FAS), une enzyme multifonc- 
tionnelle «,B, de 2500 KD, alors que chez les animaux, la FAS 
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FIGURE 25-32 Mécanisme présumé de la formation d’une liaison 
carbone—<carbone lors de la biosynthèse des acides gras. Condensa- 
tion d'un groupement acétyle sur la Cys du site actif de la B-cétoacyl- 
ACP synthase (KS) avec un groupement malonyle sur le bras phospho- 
pantéthéine de l'ACP pour former un B-cétoacyl-ACP. La réaction est 
assurée par l'élimination de CO, du groupement malonyle pour donner 
un intermédiaire carbanion acétyl-ACP stabilisé par résonance. 


2b. Couplage du groupement acétyle au Cy du groupement 
malonyle sur l'ACP de la même ou de l'autre sous-unité avec 
décarboxylation concomitante du groupement malonyle et donc 
formation d'acétoacétyl-ACP et régénération du groupement Cys- 
SH du site actif (Fig. 25-32). Ainsi, le CO, utilisé lors de la réac- 
tion de l'acétyl-CoA carboxylase (Section 25-4B) n'apparaît pas 
dans l'acide gras produit. La décarboxylation entraîne plutôt la 
formation de liaisons carbone-carbone lors de la réaction de 
condensation qui, lors de la réaction de l'acétyl-CoA carboxylase, 
est couplée à l'hydrolyse de l'ATP. 


3-5. Réduction, déshydratation puis nouvelle réduction de 
l'acétoacétyl-ACP pour donner du butyryl-ACP, catalysées dans 
l'ordre par la B-cétoacyl-ACP réductase (KR), la B-hydroxyacyl- 
ACP déshydratase (DH) et l’énoyl-ACP réductase (ER). Le 
coenzyme des deux réactions d'oxydo-réduction est le NADPH, 
alors que dans la B-oxydation, les réactions correspondant aux 
Réactions 3 et 5 utilisent respectivement le NAD* et le FAD (Fig. 
25-28 ; bien que, chez la levure, le NADPH dans la Réaction 5 
réduit le FMN en FMNH, lequel, à son tour, réduit la double liai- 
son C=C). De plus, la Réaction 3 produit, et la Réaction 4 a besoin, 
d'un D-f-hydroxyacyle comme substrat alors que la réaction ana- 


Répétition de 2a à 5. Le groupement butyryle du butyryl- 
ACP est transféré sur le Cys-SH de KS. Ainsi, le groupement 
acétyle qui a permis l’amorçage du système se trouve allongé 
d'une unité en C;. L'ACP est «rechargée» d'un groupement 
malonyle (étape 1b) et on entre dans un nouveau cycle d'élon- 
gation en C;. Après sept tours du cycle, le palmitoyl-ACP sera 
formé, 

6. La liaison thioester du palmitoyl-ACP est alors hydrolysée 
par la palmitoyl thioestérase (TE), donnant le palmitate, produit 
normal de la voie de l'acide gras synthase, et régénérant l’enzyme 
pour une nouvelle synthèse. 


La stæchiométrie de la synthèse de palmitate est donc : 


Acétyl-CoA + 7malonyl-CoA + 14NADPH + 7H* — 
palmitate + 7CO; + I4NADP* + 8CoA + 6H,0 


Les 7 malonyl-CoA étant formés à partir d'acétyl-CoA comme 
suit : 


TAcétyl-CoA + 7CO, + 7ATP — 
Tmalonyl-CoA + 7ADP + 7P,+ 7H* 


la stæchiométrie globale de la synthèse de palmitate est 


BAcétyl-CoA + I4NADPH + 7ATP > 
palmitate + 14NADP* + 8CoA + 6H,0 + 7ADP + 7P, 


a. Organisation du dimère acide gras synthase 

La plupart des activités enzymatiques de la FAS animale, 
mais pas toutes, sont conservées après dissociation de l'enzyme 
dimérique native en monomères. L'examen par microscopie élec- 
tronique montre que ces monomères sont formés d'une chaîne 
linéaire d'au moins quatre lobes de 50 À de diamètre. De plus, 
des fragments obtenus par protéolyse ménagée de la synthase 
présentent plusieurs des activités enzymatiques de la protéine 
intacte. Ainsi, des segments adjacents de la chaîne polypepti- 
dique se replient pour former une série de domaines autonomes, 
chacun ayant une activité catalytique spécifique mais différente. 
D'autres enzymes, comme l’acétyl-CoA carboxylase de mammi- 
fère (Section 25-4B), présentent aussi ce caractère multifonc- 
tionnel mais aucun n'a autant d'activités catalytiques séparées 
que la FAS des animaux. L'ordre des activités catalytiques le 
long de la chaîne polypeptidique de la FAS est présenté dans la 
Fig. 25-33. 

La réaction de condensation nécessite la juxtaposition des 
groupements sulfhydryle de la phosphopantéthéine de 1'ACP 
et d’un résidu Cys du site actif de la KS. Cependant, la forme 
monomérique de la FAS est inactive dans la réaction globale 
de la FAS, ce qui suggère que ces deux groupements sulf- 
hydryle sont sur des sous-unités opposées, qui sont dès lors 
disposées en tête-à-queue. De fait, le 1,3-dibromo-2-propa- 
none 
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FIGURE 25-33 Schéma de l’ordre des activités enzymatiques le long de la chaîne polypepti- 


dique d'un monomère d'acide gras synthase (FAS). 


réunit ces deux groupements par liaisons croisées, ce qui démontre 
qu'ils sont fort proches. De plus, des images de la FAS humaine 
prises en microscopie électronique par Wakil et Wah Chiu révèlent 
que les protomères sont en orientation antiparallèle au sein de ce 
dimère (Fig. 25-34), Cependant, Stuart Smith a produit une FAS 
mutée, constituée d’un protomère normal et d'un protomère privé 
de son module ACP. Cet hétérodimère peut réaliser la réaction 
catalytique complète, bien qu'à vitesse réduite, ce qui démontre 
que le thiol du site actif de la KS peut interagir avec la phospho- 
pantéthéine de l'ACP sur le même monomère. De fait, de nou- 
velles expériences de réticulation au 1,3-dibromo-2-propanone, 
cette fois sur des mutants de la FAS dont une sous-unité est 
dépourvue de groupements sulfhydryle de Cys ou de phosphopan- 
téthéine, montrent que les réactions croisées en tête-à-queue peu- 
vent se faire au sein d'une même sous-unité. Manifestement, le 
polypeptide FAS est suffisamment flexible pour que l'ACP d'une 
sous-unité interagisse avec la KS de l’une ou de l'autre sous-unité. 


b. Variation sur un thème : biosynthèse des polycétides 

Les polycétides sont une famille de produits naturels issus de 
la condensation modulaire de monomères d'acyl-CoA, tels que 
l'acétyl-CoA et le propionyl-CoA, avec des unités de malonyl- 
CoA et de méthylmalonyl-CoA dont la décarboxylation entraîne la 
réaction de condensation. Le nom de polycétide provient du fait 
que les produits primaires de condensation portent des groupe- 
ments fonctionnels B-cétoniques. Les acides gras à longue chaîne 
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FIGURE 25-34 Image, basée sur la microscopie électronique, d'un 
dimère de FAS humaine vu dans le sens de son axe d'ordre 2, Les 
domaines 1, 11 et III sont indiqués. Noter l'orientation antiparallèle des 


monomères. [Avec la permission de Salih Wakil et Wah Chiu, Baylor 
PU. PRO DNS. 


sont des polycétides, car ils résultent de la condensation d'une 
amorce acétyl-CoA et de sept unités de malonyl-CoA. Après 
chaque réaction de condensation, le nouveau groupement B-céto- 
nique peut être réduit, hydraté, et à nouveau réduit comme pour les 
acides gras, ou ne subir qu'une modification partielle. 

Tous les polycétides sont synthétisés sur de grosses enzymes 
multifonctionnelles. Nous avons vu que la FAS contient sept acti- 
vités enzymatiques, en plus de l'ACP. Un autre exemple de poly- 
cétide est le 6-désoxyérythronolide B (6dEB), la macrolactone 
de l’antibiotique érythromycine A (Section 32-3G). Celle-ci est 
synthétisée par Saccharopolyspora erythraea, une bactérie du 
sol, à partir d'une amorce propionyl-CoA et de six unités d'ex- 
tension (S)-méthylmalonyl-CoA, sous l'action de la désoxyéry- 
thronolide B synthase (DEBS : Fig. 25-35). La DEBS est un 
complexe &,B;Y; de 2000 kD, chacune de ses trois unités homo- 
dimériques catalysant deux cycles d'élongation/modification. 
Contrairement à la FAS, qui catalyse plusieurs cycles d'élonga- 
tion/modification sur les mêmes sites actifs, la DEBS catalyse 
chacun de ces cycles sur un module différent, permettant ainsi 
des modifications différentes au cours de chaque cycle. Le 
module 4, comme le montre la Fig. 25-35, exerce une fonction 
quasi identique à celle de la FAS. I] contient en effet les activi- 
tés KS, acyltransférase (AT ; homologue à MAT), ACP, KR, DH 
et ER, et il réduit en groupement méthylène son produit primaire 
B-cétonique de condensation, Il ne possède cependant pas d'ac- 
tivité TE car le processus de condensation n'est pas terminé 
après cette phase. Le module 3 ne contient que les activités ACP, 
KS et AT, et il passe son produit de condensation B-cétonique 
au module 4 sans modification supplémentaire, Dans les modules 
1, 2, 5 et 6 on ne trouve que les activités ACP, AT, KS et KR, 
nécessaires aux étapes de condensation et de réduction cétonique, 
ce qui donne des produits hydroxylés. Ainsi, l'organisation géné- 
rale des modules fournit un produit polyhydroxylé dont la chaîne 
porte un groupement cétonique et un groupement méthylène. Le 
produit final de la DEBS, le 6dEB, est une lactone résultant de 
la réaction du groupement hydroxyle terminal avec le thioester 
qui relie la chaîne en croissance à la synthase. L'organisation en 
modules diffère d'une polycétide synthase à l'autre, ce qui 
permet la synthèse d'une multitude de produits naturels diffé- 
rents, 

Voyons maintenant comment l'acétyl-CoA mitochondrial est 
transporté dans le cytosol, lieu de synthèse des acides gras. Après 
quoi, nous étudierons les réactions qui permettent l'allongement et 
l'insatsuratinn se anilss are 
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FIGURE 25-36 Transfert de l'acétyl-CoA des 
mitochondries au cytosol par le transporteur des 
tricarboxylates, 


H— SCoA ADP + P, + CH,— C —SCoA 
citrate synthase 
0 
Ï é 
CHy— C —SCoA Oxaloacétate ‘| 
Acétyl CoA qi 
COy 
NADH + H* 


malate déshydrogénase 


NAD*+ 
cos 
Malate HO — TE H 
ADP + P 
i (a 
pyruvate carboxylase c0z 


molécules de NADPH peuvent être fournies avec les huit molécules 
d'acétyl-CoA si tout le malate produit dans le cytosol subit la réac- 
tion de décarboxylation oxydative. Le reste du NADPH est fourni par 
la voie des pentoses phosphate (Section 23-4). 


E. Elongases et désaturases 


Le palmitate (16:0), produit normal de la voie de biosynthèse des 
acides gras, est le précurseur d'acides gras à chaînes plus longues 
et insaturées formées sous l'action des élongases et des désatu- 
rases. On trouve des élongases dans les mitochondries et dans le 
RE mais les mécanismes d'élongation sont différents. L'élongation 
dans les mitochondries (processus indépendant de la voie de la 
FAS) est assurée par addition et réduction successives d'unités 
acétyle selon un processus inverse de celui de la B oxydation; 
seule différence d'ordre chimique entre ces deux voies: c'est le 
NADPH au lieu du FADH, qui est utilisé dans la dernière réaction 
d’oxydo-réduction (Fig. 25-37). L'élongation dans le RE se fait par 
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“enzyme malique” 


NADPH + CO, 


cune de ces réactions est suivie de réductions par le NADPH iden- 
tiques à celles catalysées par la FAS, la seule différence étant que 
l'acide gras est allongé sous forme d’acyl-CoA et non sous forme 
d'acyl-ACP. 

Les acides gras insaturés sont formés par des désaturases ter- 
minales. Chez les mammifères, on trouve quatre désaturases ter- 
minales dont la spécificité vis-à-vis de la longueur de la chaîne est 
assez large, désignées par A°-, Af-, Af. et A‘-acyl-CoA désatu- 
rases. Ces enzymes à fer non hème catalysent la réaction générale : 
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FIGURE 25-37 Elongation des acides gras dans les mitochondries. 
L'élongation des acides gras est assurée par l’inversion de leur oxydation, 
mise à part La dernière réaction qui utilise le NADPH au lieu du FADH, 
comme coenzyme rédox. 


où x est au moins égal à cinq et où (CH), peut comporter une ou 
plusieurs doubles liaisons. La partie (CH,), du substrat est toujours 
saturée, Les doubles liaisons sont insérées entre des doubles liai- 
sons déjà existantes de la partie (CH;), du substrat et le groupe- 
ment CoA de sorte que la nouvelle double liaison se trouve trois 


Stéaryl-CoA + 2H* + O désaturase,,s 
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FIGURE 25-38 Réactions de transfert d'électrons assurées par le 
complexe de la A°-acyl-CoA désaturase. Ses trois protéines, la désatu- 
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carbones plus proche du groupement CoA que la double liaison 
suivante (elle n’est pas conjuguée à une double liaison existante) 
et, chez les animaux, elle ne se trouve jamais au-delà du C9. Les 
désaturases terminales de mammifère sont des constituants de 
mini-chaînes de transport des électrons qui contiennent deux 
autres protéines : le cytochrome b, et la NADH-cytochrome b, 
réductase. Les réactions de transfert d'électrons assurées par ces 
complexes se déroulentt sur la face interne de la membrane du RE 
(Fig. 25-38) et ne sont donc pas associées aux phosphorylations 
oxydatives. 


a. Certains acides gras insaturés doivent être fournis par 
les aliments 

Un certain nombre d'acides gras insaturés peuvent être synthé- 
tisés par combinaisons des réactions d'élongation et de désatura- 
tion. Cependant, puisque l'acide palmitique est l’acide gras dispo- 
nible le plus court chez les animaux, les règles ci-dessus 
empêchent la formation de la double-liaison A!? de l'acide lino- 
léique [acide A*!2-octadécadiénoïque ; 18:21-6 (cette nomencla- 
ture est expliquée au Tableau 12-1)], précurseur indispensable des 
prostaglandines. Par conséquent, l'acide linoléique doit se trou- 
ver dans le régime alimentaire (en fin de compte, dans les plantes 
ayant des A!?- et AÏ°-désaturases) et constitue ce qu'on appelle un 
acide gras essentiel. Si des animaux recoivent un régime alimen- 
taire sans lipides, ils présenteront un état pathologique caractérisé 
par une croissance ralentie, des cicatrisations défectueuses et des 
dermatoses, état qui conduira à la mort. L'acide linoléique est aussi 
un constituant important des sphingolipides de l'épiderme qui 
assurent l'imperméabilité à l'eau de la peau. 

En raison de l'incapacité des désaturases animales à ajouter des 
doubles liaisons au delà de la position C9, un autre acide gras 
essentiel est l'acide a-linolénique [ALA ; acide A°'215-octadéca- 
triénoïque ; 18 :3n-3, un acide gras ©-3)]. Il s’agit d’un précurseur 
de l'EPA (acide A$%111417 taénoïque : 20 :5n-3) et du 
DHA (acide AŸ71414619 gocosahexaénoïque ; 22 :6n-3), acides 
gras ©-3 polyinsaturés découverts récemment (notamment dans les 
huiles de poisson) comme constituants alimentaires importants 
pour les fonctions cognitives et la vision, et qui contribueraient à 
protéger contre l’inflammation et les maladies cardiovasculaires. 
Le DHA est l'acide gras principal des phospholipides des segments 
externes des bâtonnets de La rétine. Son remplacement dans ces 
phospholipides par des acides gras identiques, sauf qu'il s’agit 
d'@-6, diminue l’acuité visuelle, Une déficience en acides gras @- 
3 polyinsaturés dans les phospholipides du cerveau est associée à 
des pertes de mémoire et à une diminution des fonctions cognitives, 
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situées dans la membrane du réticulum endoplasmique. [D'après Jeffcoat, 
R., Essays Biochem. 15, 19 (1979).] 
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en acide lysophosphatidique correspondant par une réductase à 
NADPH. L'acide lysophosphatidique est ensuite transformé en 
triacylglycérol sous les actions successives de la 1-acylglycé- 
rol-3-phosphate acyltransférase, de l'acide phosphatidique 
phosphatase, et de la diacylglycérol acyltransférase. Les 
acides phosphatidiques et diacylglycérols (DAG) intermé- 
diaires peuvent aussi être convertis en phospholipides par les 
voies décrites dans la Section 25-8. Les acyltransférases ne 
sont pas entièrement spécifiques pour des acyl-CoA particu- 
liers, aussi bien pour ce qui est de la longueur de la chaîne 
que du degré d'insaturation, mais dans les triacylglycérols de 
tissu adipeux humain, on trouve essentiellement du palmitate 
en position | et de l'oléate en position 2. 


a. La glycéronéogenèse est importante pour la biosynthèse du 

triacylglycérol 

La dihydroxyacétone phosphate servant à fabriquer le glycé- 
rol-3-phosphate pour la synthèse de triacylglycérol provient soit 
du glucose par la voie glycolytique (Fig. 17-3), soit de l'oxaloa- 
cétate via une version raccourcie de la gluconéogenèse (Fig. 23- 
7) appelée glycéronéogenèse, Celle-ci est nécessaire en cas de 
privation de nourriture, car environ 30% des acides gras qui 
arrivent au foie sont alors réestérifiés en triacylglycérol et expor- 
tés sous forme de VLDL (Sections 25-1 et 25-6A). En cas de 
jeûne, la glycéronéogenèse se déroule également dans les adi- 
pocytes. Ceux-ci ne peuvent assurer la gluconéogenèse, mais ils 
possèdent une enzyme de cette voie, la phosphoénolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK), qui augmente en hypoglycémie et par- 
ticipe ainsi à la glycéronéogenèse requise pour la biosynthèse de 
triacylglycérol. 


5 M RÉGULATION DU MÉTABOLISME DES 
ACIDES GRAS 


L'étude du contrôle du métabolisme concerne généralement la 
régulation du flux métabolique d’une voie en rapport avec les 
besoins énergétiques et l'état nutrionnel d'un organisme. Par 
exemple, la différence en besoins énergétiques entre un muscle 
au repos et un muscle en intense activité peut être de 100 fois. 
On peut observer de telles variations dans les besoins en éner- 
gic à l'échelle du corps entier, selon qu'il est nourri ou à jeun. 
Par exemple Eric Newsholme, qui fait autorité dans la biochi- 
mie du sport, apprécie une course à pied de 2 heures avant son 
petit déjeuner, alors que d'autres se contentent de mouvements 
de la main à la bouche, Chez ces deux types de personnes 
cependant, le glycogène et les triacylglycérols sont les carbu- 
rants énergétiques numéro un pour les processus qui consom- 
ment de l'énergie et sont synthétisés en période de repos pour 
usages ultérieurs. 


Le métabolisme des acides gras est sous contrôle hormonal 

La synthèse et la dégradation du glycogène et des triacyl- 
glycérols, que nous avons étudiées en détail dans le chapitre 
18 et ci-dessus, sont des processus qui concernent l'organisme 
entier, ses organes et tissus reliés par la circulation sanguine 
constituant un réseau interdépendant. Le sang transporte les 
métabolites qui vont produire de l'énergie : les triacylglycérols 
«one forme de chulamicronc et de VI DIE (Castinn 19.4 A\ dne 


acides gras complexés à l’albumine (Section 25-1), des corps 
cétoniques, des acides aminés, du lactate et du glucose. Les 
cellules & et f du pancréas perçoivent l'état nutritionnel et 
énergétique de l'organisme essentiellement selon la concentra- 
tion en glucose sanguin. En cas d’hypoglycémie due au jeûne 
et à des besoins énergétiques, les cellules & sécrètent du glu- 
cagon. En cas d’hyperglycémie, l'organisme étant au repos et 
nourri, les cellules B sécrètent de l'insuline. Nous avons déjà 
étudié comment ces hormones sont impliquées dans le méta- 
bolisme du glycogène (Sections 18-3E et 18-3F). Elles régu- 
lent également les voies opposées du métabolisme lipidique et 
déterminent par conséquent si les acides gras doivent être 
oxydés ou synthétisés. Leurs cibles sont les enzymes régula- 
trices (dont dépend le flux) des voies de synthèse et de dégra- 
dation des acides gras dans des tissus spécifiques (Fig. 25-40), 

Nous connaissons déjà les mécanismes qui permettent de 
contrôler les activités catalytiques des enzymes régulatrices : 
disponibilité en substrat, interactions allostériques et modifica- 
tions covalentes (phosphorylations). Ce sont des régulations à 
court terme, la régulation demandant un temps de réponse 
d’une minute ou moins. La synthèse des acides gras est, en 
partie, contrôlée par des régulations à court terme. L'acétyl- 
CoA carboxylase, qui catalyse la première réaction d'engage- 
ment de cette voie, est inhibée par le palmitoyl-CoA et par 
phosphorylation AMPc-dépendante stimulée par le glucagon, et 
elle est activée par le citrate et par déphosphorylation stimu- 
lée par l'insuline (Section 25-4B). 

Un autre mécanisme permet de contrôler l'activité d’en- 
zymes régulatrices d’une voie: la modification de la quantité 
d'enzymes disponibles par modification des vitesses de syn- 
thèse et de dégradation de ces enzymes. Ce mécanisme 
demande des heures ou des jours et est ce qu'on appelle une 
régulation à long terme (les contrôles de la synthèse et de la 
dégradation des protéines sont étudiés dans les Chapitres 31 et 
32). La biosynthèse des lipides est également contrôlée par 
régulation à long terme, l'insuline stimulant et le jeûne inhi- 
bant la synthèse de l'acétyl-CoA carboxylase et de l'acide gras 
synthase. La présence dans le régime alimentaire d'acides gras 
polyinsaturés diminue aussi la concentration de ces enzymes. 
La quantité de lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux, l'en- 
zyme qui provoque l'entrée des acides gras des lipoprotéines 
dans le tissu adipeux pour y être mis en réserve (Section 12- 
5B), est aussi accrue par l'insuline et diminuée par le jeûne. 
Par contre, la concentration en lipoprotéine lipase cardiaque, 
qui contrôle l'entrée des acides gras des lipoprotéines dans le 
tissu cardiaque pour être oxydés au lieu d'être stockés, est 
diminuée par l'insuline et augmentée par le jeûne. Le jeûne 
etlou des exercices réguliers, qui diminuent la glycémie, modi- 
fient l'équilibre hormonal du corps. Il s'ensuit des modifica- 
tions à long terme de l'expression des gènes, qui augmentent 
les taux d'enzymes de l'oxydation des acides gras et diminuent 
ceux d'enzymes de la biosynthèse des lipides. 

L'oxydation des acides gras est essentiellement régulée par 
la concentration des acides gras dans le sang, qui, à son tour, 
est contrôlée par la vitesse d'hydrolyse des triacylglycérols 
dans le tissu adipeux par la triacylglycérol lipase hormono- 
sensible, Cette enzyme est appelée ainsi car elle est régulée 
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FIGURE 25-40 Sites de régulation du métabolisme des acides gras. 


la noradrénaline, comme le glucagon, augmentent la concen-  hormono-sensible, stimulant ainsi la lipolyse dans le tissu adi- 
tration en AMPc dans le tissu adipeux. L'AMPc active allos- peux, d'où augmentation de la concentration en acides gras 
tériquement la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) qui, à dans le sang, et activant ultérieurement la voie de la B oxy- 
son tour, augmente le taux de phosphorylation des enzymes  dation dans d'autres tissus comme le foie et les muscles, Dans 
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niques qui passent dans le sang pour être utilisés comme 
source énergétique alternative du glucose dans les tissus péri- 
phériques. La PKA, de concert avec la protéine-kinase AMP- 
dépendante (AMPK), provoque également l'inactivation de 
l'acétyl-CoA carboxylase (Section 25-4B), l’une des réactions 
à vitesse limitante de la synthèse des acides gras, de sorte que 
la phosphorylation AMPc-dépendante stimule l'oxydation des 
acides gras et en inhibe la biosynthèse simultanément. 

L'insuline a les effets inverses de ceux du glucagon et de 
l'adrénaline : elle stimule la formation du glycogène et des tri- 
acylglycérols. Cette hormone protéique, sécrétée quand il y a 
hyperglycémie, déclenche un réseau très complexe de transdution 
du signal (Section 19-4F) qui induit la régulation à long terme de 
nombreuses enzymes tout en diminuant le taux d'AMPc, Il s'en- 
suit la déphosphorylation et donc l'inactivation de la lipase hor- 
mono-sensible, ce qui diminue la quantité d'acides gras dispo- 
nibles pour l'oxydation. L'insuline stimule aussi la 
déphosphorylation de l'acétyl-CoA carboxylase, ce qui active l'en- 
zyme (Section 25-4B). La valeur du rapport glucagon/insuline est 
donc déterminante pour la vitesse et l'orientation du métabolisme 
des acides gras. 

Un autre site de contrôle qui inhibe l'oxydation des acides 
gras quand leur synthèse est stimulée est la caritine palmitoyl 
transférase I, qui est inhibée par le malonyl-CoA. Cette inhibi- 
tion maintient les acides gras néo-synthétisés hors de la mito- 
chondrie (Section 25-1) et ils ne peuvent donc être oxydés par 
B oxydation, De fait, le muscle cardiaque, un tissu oxydatif qui 
ne peut synthétiser d'acides gras, contient une isoforme de l'acé- 
tyl-CoA carboxylase, l'AAC B, dont la seule fonction serait de 
synthétiser du malonyl-CoA en vue de la régulation de l'oxyda- 
tion des acides gras. 

L'AMPK semble être un régulateur important du métabolisme 
des acides gras. Cette protéine-kinase est activée par l'AMP et 
inhibée par l'ATP, ce qui en ferait une «jauge de carburant » 
pour la cellule. Lorsque les niveaux en ATP sont élevés, tradui- 
sant l'état d'un organisme bien nourri et au repos, cette kinase 
est inhibée, ce qui conduit à la déphosphorylation (activation) de 
l'ACC et donc stimule la production de malonyl-CoA pour la 
synthèse d'acides gras dans le tissu adipeux et l'inhibiton de leur 
oxydation dans le muscle. Lorsque l'activité physique augmente, 
avec chute de l'ATP et élévation de l'AMP, l'AMPK est stimu- 
lée à phosphoryler (inactiver) l'ACC. La diminution en malonyl- 
CoÀ qui en résulte diminue la biosynthèse d'acides gras dans le 
tissu adipeux, tandis que l'oxydation des acides gras augmente 
dans le muscle pour fournir l'ATP nécessaire à la poursuite de 
l'activité physique. 


6 B MÉTABOLISME DU CHOLESTÉROL 


Le cholestérol est un constituant vital des membranes cellulaires 
et le précurseur des hormones stéroïdes et des sels biliaires. I est 
indispensable à la vie, bien que son dépôt dans les artères soit à 
l'origine de maladies et accidents cardiovasculaires, deux causes 
principales de mort chez l'homme. Chez des sujets sains. un équi- 
libre complexe est maintenu entre la biosynthèse, l'utilisation et le 
transport du cholestérol, d'où un dépôt minimum. Dans cette sec- 
tion, nous étudierons les voies de biosynthèse et de transport du 


cholestérol est utilisé dans la biosynthèse des hormones stéroïdes 
et des sels biliaires. 


A. Biosynthèse du cholestérol 


Tous les atomes de carbone du cholestérol proviennent de l'acétate 
(Fig. 25-41). Se fondant sur la répartition du marquage isotopique 
du cholestérol synthétisé à partir d'acétate marqué, Konrad Bloch 
a pensé que l’acétate est d'abord transformé en unités isoprène, 
unités en C, qui ont le squelette carboné de l'isoprène : 


qu 
CHy=C—CH=CH;, C—C—Cc—C 


Isoprène Une unité isoprène 
(2-Méthy1-1,3-butadiene) 


Les unités isoprène se condensent pour donner un précurseur 
linéaire du cholestérol qui est ensuite cyclisé. 

On a montré que le squalène, hydrocarbure polyisoprénoïde 
(Fig. 25-424) est l'intermédiaire linéaire précurseur du cholesté- 
rol: si on nourrit des animaux avec du squalène marqué par un iso- 
tope, ils forment du cholestérol marqué. Le squalène peut se 
replier de plusieurs manières pour prendre la structure à quatre 
cycles du noyau stérol (Section 12-1E). Le mode de repliement 
proposé par Bloch et Robert B. Woodward (Fig. 25-42h) s'avéra 
exact. 

Le schéma général proposé par Bloch était le suivant 


Acétate — intermédiaire isoprénoïde — squalène — 
produit de cyclisation — cholestérol 


Cette voie a été prouvée expérimentalement et ses détails ont été 
précisés. On sait maintenant qu'elle fait partie d'une voie ramifiée 
(Fig. 25-43) qui fournit plusieurs autres isoprénoïdes indispen- 
sables en plus du cholestérol, dont l'ubiquinone (CoQ ; Fig. 22- 
17b), le dolichol (Fig. 23-14), les protéines famésylées et géranyl- 
géranylées (Fig. 12-29), et l'isopentényladénosine (une base 
modifiée de l'ARNt; Fig. 32-10). Nous allons étudier en détail la 
partie de cette voie qui assure la synthèse du cholestérol. Noter, 
cependant, qu'au moins 25 000 isoprénoïdes (également appelés 
terpénoïdes) ont été caractérisés, essentiellement dans les plantes, 
les champignons et les bactéries. Parmi leurs nombreuses fonc- 
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FIGURE 25-41 Tous les atomes de carbone du cholestérol provien- 
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FIGURE 25-45 Action de la pyrophosphomévalonate décarboxylase. L'enzyme catalyse une réaction de déshydratation 
décarboxylation concertée ATP-dépendante du pyrophosphomévalonate, formant l'isopentényl pyrophosphate. 


cessus de protonation/déprotonation concerté faisant intervenir un 
intermédiaire carbocation tertiaire. Des résidus Cys et Glu ont été 
impliqués, respectivement, dans la catalyse générale acide et 
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basique (Fig. 25-46), sur base de la mutagenèse dirigée et de la 
structure par rayons X de l'enzyme. Le carbocation serait stabilisé 
par interactions avec le nuage x aromatique d'un résidu Trp adja- 
cent. Les résidus aromatiques donnent lieu à des interactions riches 
en électrons avec des groupements chargés positivement sans for- 
mer des liaisons covalentes qui détruiraient l'intermédiaire. 


c. Le squalène se forme suite à la condensation de six 
unités isoprène 
Quatre isopentényl pyrophosphates et deux diméthylallyl pyro- 
phosphates se condensent pour former le précurseur du cholesté- 
rol, le squalène en C4, en trois réactions catalysées par deux 
enzymes (Fig. 25-47): 


1. La prényl transférase (ou farnésyl pyrophosphate syn- 
thase) catalyse la condensation tête-à-queue (1°-4”) de diméthylal- 
lyl pyrophosphate et d'isopentényl pyrophosphate pour donner le 
géranyl pyrophosphate. 

2. La prényl transférase catalyse une deuxième condensation 
tête-à-queue de géranyl pyrophosphate et d'isopentényl pyrophos- 
phate qui donne le farnésyl pyrophosphate, 

3. La squalène synthase (SQS) catalyse alors la condensation 
tête-à-tête (1-1°) de deux molécules de farnésyl pyrophosphate 
pour former le squalène. Le famésyl pyrophosphate est aussi le 
précurseur du dolichol, des protéines farnésylées et géranylgéra- 
nylées, et de l'ubiquinone (Fig. 25-43), 


La prényl transférase catalyse la condensation d'isopentényl 
pyrophosphate avec un pyrophosphate allylique (conjugué à une 
double liaison C=C). Elle est spécifique de l'isopentényl pyro- 
phosphate mais elle peut utiliser soit le diméthylallyl pyrophos- 
phate à 5 carbones, soit le géranyl pyrophosphate à 10 carbones 
comme substrat allylique. Le mécanisme de condensation catalysé 
par la prényl transférase est particulièrement intéressant car c'est 


FIGURE 25-46 Mécanisme d'action de l'isopentényl pyrophosphate 
isomérase. L'enzyme catalyse l'interconversion d'isopentényl pyrophos- 
phate en diméthylallyl pyrophosphate par une réaction de 
protonation/déprotonation concertée impliquant un carbocation intermé- 
diaire où un résidu Cys et un résidu Gly agissent respectivement comme 
donneur et accepteur de proton. On pense que le carbocation intermé- 
diaire est stabilisé par interactions x avec une chaîne latérale de Trop voi- 


vitesse identique à celle du substrat naturel. Si, par contre, la réac- 
tion fait intervenir un mécanisme S,1, le dérivé fluoré devrait 
réagir à une vitesse plus lente de plusieurs ordres de grandeur que 
le substrat naturel. En fait, le 3-fluorogéranyl pyrophosphate forme 
un produit à une vitesse <1 % à celle mesurée avec le produit natu- 
rel, ce qui est tout à fait en faveur d'un mécanisme de type S,1 
avec formation d’un carbocation intermédiaire, 

On sait à présent que les carbocations participent à plusieurs 
réactions dans la biosynthèse des isoprénoïdes. Les enzymes sont 
classées selon la manière dont elles produisent ces carbocations. 
Les enzymes de classe I le font en libérant du pyrophosphate, 
comme nous l'avons vu pour la prényl transférase, Les enzymes de 
classe I le font en protonant une double liaison, comme le fait 
l'isopentényl pyrophosphate isomérase (Fig. 25-46), ou un 
époxyde, comme nous le verrons ci-dessous pour l'oxydosqualène 
cyclase. 

Le squalène, le précurseur immédiat des stérols, se forme par 
condensation tête-à-tête de deux molécules de farnésyl pyrophos- 
phate (FPP) sous l'action de la SQS. Bien que la SQS soit une 
enzyme de classe [ apparentée au plan structural à la prényl trans- 
férase et produisant des carbocations en libérant du pyrophosphate, 
la réaction n'est pas une simple condensation tête-à-tête, comme 
on pouvait le penser, mais elle fait intervenir une réaction com- 
plexe en deux étapes catalysées chacune par des sites actifs dis- 
tincts de l’enzyme (Fig. 25-49): 

Etape I Réaction de deux molécules de FPP pour donner un 
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FIGURE 25-48 Deux mécanismes possibles pour 
la réaction de la prényl transférase. Le Schéma 1 
implique La formation d'un carbocation intermé- 

diaire, alors que le Schéma II implique la participa- 
tion d'un groupement nucléophile, X, de l'enzyme. 
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FIGURE 25-49 Action de la squalène synthase. L'enzyme catalyse la 
condensation tête-à-1ête de deux molécules de famnésyl pyrophosphate 
nour former Le enmalène 
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Présqualène pyrophosphate 


FIGURE 25-50 Mécanisme proposé pour la formation de pyrophos- 
phate de présqualène à partir de deux molécules de pyrophosphate 
de farnésyle catalysée par la squalène synthase (Fig. 25-49, étape 1). 
(1) Le groupement pyrophosphate d'un des pyrophosphate de farnésyle 
s'en va, laissant un carbocation allylique, Cette étape est facilitée par un 
don de proton de la part de la chaîne latérale d'un résidu Tyr essentiel, ce 
qui stabilise le cation allylique via des interactions x-cation, (2) La 
double liaison C2=C3 du second pyrophosphate de farnésyle mène une 
attaque nucléophile contre le carbocation allylique pour former un carbo« 
cation tertiaire en C3. (3) La déprotonation du pro-S en C1” par le grou- 
pement phénolate du résidu Tyr essentiel conduit à la formation d'une 
liaison C1°—C3, ce qui donne le pyrophosphate de présqualène. 


tion est amorcée par l'élimination de PP, d'une molécule de far- 
nésyl pyrophosphate pour former sur le C1 un carbocation ally- 
lique stabilisé par une interaction x avec un résidu Tryr essentiel 
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FIGURE 25-51 Mécanisme de réarrangement et de réduction du 
pyrophosphate de présqualène en squalène catalysés par La squalène 
synthase (Fig. 25-49, étape IT). (1) Le groupement pyrophosphate du 
présqualène s'en va, laissant un carbocation primaire en C1. (2) Les élec- 
trons formant la liaison C1'—C3 migrent sur C1, formant la liaison C1— 
C1" du squalène et un carbocation tertiaire en C3. (3) Le processus 
s'achève par l'addition d’un ion hydrure fourni par le NADPH au Cl'et 
par La formation d'une double liaison C2=C3, 


s’insère dans la double liaison C2=C3 riche en électrons d’une 
seconde molécule, pour donner le présqualène pyrophosphate, un 
cyclopropylcarbinyl pyrophosphate. 

Etape II Réarrangement et réduction du présqualène pyro- 
phosphate par NADPH pour former le squalène. Cette réaction 
implique la formation et le réarrangement d'un cation cyclopro- 
pylcarbinyl selon une séquence réactionnelle complexe appelée un 
processus 1’-2-3 (Fig. 25-51). 


La SQS, une protéine monomérique, est ancrée dans la mem- 
brane du RE par un court domaine transmembranaire C-terminal, 
son site actif faisant face au cytosol. Ceci lui permet d'accueillir 
ses substrats hydrosolubles, le farnésyl pyrophosphate et le 
NADPH, présents dans le cytosol et de libérer le produit hydro- 
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La structure par rayons X de la SQS humaine (417 résidus) 
complexée à l'inhibiteur CP-320473, 
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déterminée par Jayvardhan Pandit, montre que la protéine se replie 
en un domaine unique dont une face est traversée par un large 
canal où se fixe le CP-320473 (Fig. 25-52). Ce canal est bordé de 
résidus Asp et Arg qui, d'après des études de mutagenèse, sont 
impliqués dans la liaison du FPP. Parmi ceux-ci, Asp 80 et Asp 84 
participent à la liaison d'ions Mg?* qui fixent un groupement pyro- 
phosphate du FPP. Ces résidus Asp sont voisins de Tyr 171, qui 
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FIGURE 25-52 Structure par rayons X de la squalène synthase 
humaine (SQS) complexée à l'inhibiteur CP-320473, Cet inhibiteur, 
ainsi que les chaînes latérales de D80, DK4, Y171, et F288 sont en 
modèle éclaté et colorés selon le type d'atome (C de l'inhibiteur en vent, 
C de la protéine en bleu-vert, N en bleu, O en rouge, et Cl en magenta). 
La protéine est vue dans la direction de son canal central, les sites actifs 
présumés pour les étapes 1 et II de la réaction catalysée étant respective- 
ment au bas et au sommet de la crevasse, Le segment transmembranaire 
C-terminal de la protéine (résidus 371-417) et ses 30 résidus N-terminaux 
ont été éliminés pour faciliter la cristallisation, ce qui n'influence pas son 
activité catalytique in vitre. [D'après une structure par rayons X due à 
Jayvardhan Pandit, Pfizer Central Research, Groton, Connecticut, PDBid 
1EZF] 


forme la base du canal et que des études de mutagenèse identifient 
comme la Tyr essentielle pour stabiliser l'intermédiaire carboca- 
tion allylique lors de l'étape 1 de la réaction de la SQS. L'étape Il 
de cette réaction exige que ses intermédiaires carbocations très 
réactionnels soient protégés de tout contact avec le solvant aqueux 
qui pourrait empêcher la réaction, Ceci suggère que, pour l'étape 
Il, le présqualène pyrophosphate produit lors de l'étape 1 s'enfonce 
dans le canal pour s'y loger dans une poche bordée de groupe- 
ments hydrophobes, comme Phe 288 dont la mutation inactive 
l'enzyme. Ainsi, le rôle de Phe 288 serait de stabiliser un des inter- 
médiaires cationiques de l'étape II (Fig. 25-51) par des interactions 
ñ-cation. 


d. La cyclisation du squalène donne du lanostérol 

Le squalène, un hydrocarbure en C:, linéaire, est cyclisé en 
deux étapes pour former le squelette stéroïde tétracyclique. La 
squalène époxydase catalyse l'oxydation du squalène pour former 
le 2,3-oxydosqualène (Fig. 25-53). L'oxydosqualène cyclase 
(lanostérol synthase) transforme cet époxyde en lanostérol, le 
stérol précurseur du cholestérol, La réaction est complexe, impli- 
quant la cyclisation du 2,3-oxydosqualène en un cation protosté- 
rol, via un mécanisme de classe II impliquant la protonation de 
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FIGURE 25-57 Endocytose par récepteurs de LDL dans les cellules 
de mammifère. Le récepteur de LDL est synthétisé sur le réticulum 
endoplasmique, apprèté dans le complexe de Golgi, et inséré dans la 
membrane plasmique comme constituant des puits tapissés, La LDL, est 
spécifiquement liée au récepteur duns le puits tapissé et entraînée dans la 
cellule via des endosomes qui livrent la LDL aux lysosomes tandis que le 
récepteur de LDL est recyclé à la membrane plasmique (Section 12-5B). 


mediate density lipoproteins), puis en lipoprotéines de faible 
densité (LDL: low density lipoproteins). Normalement, les 
tissus périphériques obtiennent l'essentiel de leur cholestérol 
exogène des LDL par endocytose à récepteur (Fig. 25-57; Sec- 
tion 12-5B). À l'intérieur de la cellule, les esters de cholestérol 
sont hydrolysés par une lipase lysosomiale en cholestérol libre, 
qui est soit incorporé dans les membranes cellulaires, soit rées- 
téritié par l'ACAT pour être stocké sous forme de gouttelettes 
d'ester de cholestérol. 

Le cholestérol, les esters de cholestérol et les triacylglycérols 


alimentaires cant trancnartés dans le sance nar des comnlexes lino- 


Complexe de Golgi 


Section 25-6. Métabolisme du cholestérol 953 


Vésicule tapisée 


P articule! 
LDL } 


(X 
Le 


7 | 


Apolipo- 


protéine B 
Recyclage des 
récepteurs de Ester de 
LDL cholestérol 


La dégradation lysosomiale des LDL libère le cholestérol, dont la pré- 
sence diminue la vitesse de synthèse de l'HMG-CoA réductase et des 
récepteurs de LDL (ffèches dirigées vers le bas), et augmente celle de 
l'acyl-CoA :cholestérol acyltransférase (ACAT ; flèche vers le haut), 
[D'après Brown, MS. and Goldstein, LL., Curr. Top. Cell. Reg. 26, 7 
(1985).] 


Après départ de leurs triacylglycérols au niveau des tissus péri- 
phériques, les résidus de chylomicrons se lient à des récepteurs 
spécifiques de la cellule hépatique pour être captés par endocytose 
à récepteur de manière identique à celle des LDL. Dans le foie, le 
cholestérol alimentaire est soit utilisé pour la biosynthèse des sels 
biliaires (Section 25-6C), soit enpaqueté dans les VLDL pour être 
exporté. Le foie et les tissus périphériques ont donc deux possibi- 
lités pour s'approvisionner en cholestérol : soit ils le synthétisent 
à partir d'acétyl-CoA par la voie de novo que nous venons d'ex- 
pliquer, soit ils l'obtiennent du sang par endocytose à récepteur. 
Une faible auantité de cholestérol entre aussi dans les cellules par 
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fa) Normal 


IDL et les LDL contiennent toutes les deux des apolipoprotéines 
qui se lient spécifiquement au récepteur de LDL ; Section 12-5B). 
Les IDL restantes sont transformées en LDL (Fig. 25-59a). La 
concentration en LDL dans le sérum dépend par conséquent de la 
vitesse à laquelle le foie enlève les IDL de la circulation qui, à son 
tour, dépend du nombre de récepteurs de LDL fonctionnels à la 
surface des cellules du foie. 

Un taux de cholestérol élevé dans le sang (une hypercholes- 
térolémie) dû à une surproduction et/ou à une sous-utilisation 
des LDL, est le résultat de deux irrégularités métaboliques : (1) 
la maladie génétique hypercholestérolémie familiale (FH), ou 
(2) une alimentation très riche en cholestérol, La FH est est une 
anomalie génétique dominante due à une déficience en récepteurs 
de LDL fonctionnels (Section 12-5C). Les homozygotes porteurs 
de cette anomalie n'ont pas de récepteurs de LDL fonctionnels, 
ce qui rend leurs cellules incapables de capter les IDL ou les 
LDL par endocytose à récepteur. L'augmentation d'IDL dans le 
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FIGURE 25-59 Les récepteurs de LDL du foie contrôlent la forma- 
tion et le captage des LDL du plasma, (a) Chez des sujets humains 
normaux, les VLDL sont sécrétées par le foie et transformées en IDL 
dans les capillaires des tissus périphériques. Environ la moitié des parti- 
cules IDL du plasma se lient au récepteur de LDL et sont captées par le 
foie. Le restant est transformé en LDL dans les tissus périphériques. 

(b) Chez les individus atteints d'hypercholestérolémie familiale (FH), les 
récepteurs de LDL du foie sont peu nombreux ou absents en raison d'une 
déficience génétique, (c) Chez les individus normaux qui s’alimentent 
régulièrement avec un régime riche en cholestérol, le foie est surchargé 
de cholestérol qui réprime la vitesse de synthèse des récepteurs de 

LDL. La diminution du nombre de récepteurs, qu'elle soit d'origine 
génétique ou alimentaire, augmente le taux de LDL plasmatiques en aug- 
mentant la vitesse de leur production et en diminuant la vitesse de leur 
captage. [D'après Goldstein, J.L. and Brown, M.S., J. Lipid Res. 25, 
1457 (1984).] 


Acides gras 


lipase 


peuvent être utilisées puisqu'elles ne peuvent être captées par les 
cellules (Fig. 25-59b), Les homozygotes FH ont par conséquent 
des taux de LDL-cholestérol trois à cinq fois supérieurs à la nor- 
male, Les hétérozygotes FH, qui sont beaucoup plus courants, 
ont environ la moitié du nombre normal de récepteurs de LDL 
fonctionnels et un taux de LDL-cholestérol environ double de la 
moyenne. 

Une nourriture riche en cholestérol produit à la longue des 
effets analogues à ceux de la FH, quoique moins graves (Fig. 25- 
59c). Le cholestérol alimentaire en excès entre dans les cellules 
hépatiques dans les résidus de chylomicrons et réprime la biosyn- 
thèse des récepteurs de LDL. Le nombre insuffisant de récepteurs 
de LDL à la surface des cellules hépatiques a des conséquences 
identiques à celles de la FH. 

Une déficience en récepteurs de LDL, qu'elle soit d'origine 

génétique ou alimentaire, augmente le taux de LDL par deux 
mécanismes : (1) production accrue de LDL due à une diminution 
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C. Utilisation du cholestérol 


Le cholestérol est le précurseur des hormones stéroïdes et des 
sels biliaires. Les hormones stéroïdes sont classées en cinq 
catégories: progestines, glucocorticoïdes, minéralocorti- 
coïdes, androgènes et œstrogènes. Ces hormones, comme 
décrit dans la Section 19-1G, interviennent dans un grand 


nombre de fonctions physiologiques vitales. Elles contiennent 
toutes les quatre cycles du noyau stérol et ont des structures 
remarquablement similaires, étant donné les différences consi- 
dérables de leurs propriétés physiologiques. Un schéma de 
biosynthèse simplifié (Fig. 25-61) indique leurs analogies et 
différences structurales. Nous n'étudierons pas les détails de 
ces voies. 


FIGURE 25-61 Schéma simplifié de la biosynthèse des sté- 
roïdes. Les enzymes impliquées sont (1) l'enzyme de clivage de 
la chaîne latérale du cholestérol ; (2) la stéroïde C17 hydroxy- 
lase ; (3) la stéroïde C17,C20 lyase ; (4) la stéroïde C21 
hydroxylase ; (5) la stéroïde 11f-hydroxylase ; (6) la stéroïde 
C18 hydroxylase ; (7) la 18-hydroxyxtéroïde oxydase ; et (8) 
l'aromatase. 
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FIGURE 25-62 Structures des principaux acides biliaires et de leurs formes conjuguées avec la glycine 


et la taurine. 


La voie d'excrétion la plus importante du cholestérol chez les 
mammifères est la formation des sels biliaires (bases conjuguées des 
acides biliaires). Les principaux sels biliaires, le cholate et le ché- 
nodésoxycholate, sont synthétisés dans le foie et sont sécrétés sous 
forme conjuguée avec la glycine ou la taurine (Fig. 25-62) dans la 
vésicule biliaire. Ils sont sécrétés ensuite dans l'intestin grêle, où ils 
servent d'agents émulsifiants pour la digestion et l'absorption des 
lipides et des vitamines liposolubles (Section 25-1). Un système de 
recyclage efficace permet aux sels biliaires de regagner la circula- 
tion sanguine et de retourner au foie pour être réutilisés plusieurs 
fois par jour. Moins de 1 g de sels biliaires par jour échappent à ce 
recyclage et sont métabolisés par la flore du gros intestin puis excré- 
tés. C'est la seule voie d'excrétion du cholestérol de l'organisme. 

La comparaison des structures du cholestérol et des acides 
biliaires (Fig. 25-41 et 25-62) montre que la biosynthèse des acides 
biliaires à partir de cholestérol implique (1) la saturation de la 
double liaison 5,6, (2) l'épimérisation du groupement 3B-OH, (3) 
l'introduction de groupements OH en 7@ et 120, (4) l'oxydation 
de C24 en acide carboxylique, et (5) la conjugaison de cette chaîne 
latérale carboxylique avec la glycine ou la taurine, La cholestérol 
7-a-hydroxylase catalyse la première réaction, à vitesse limitante, 
de la synthèse des acides biliaires et est étroitement régulée. 


7 M MÉTABOLISME DES EICOSANOÏDES : 
PROSTAGLANDINES, PROSTACYCLINES, 
THROMBOXANES, LEUCOTRIENES ET 
LIPOXINES 


Les prostaglandines (PG) ont été trouvées pour la première fois 
dans le sperme humain par UIf von Euler au début des années 1930 
grâce à leurs propriétés de stimuler les contractions utérines et 
d'abaisser la pression artérielle. Von Euler pensa que ces sub- 
stances provenaient de la prostate (d'où leur nom) mais on montra 
plus tard qu'elles étaient synthétisées dans les vésicules séminales. 
Lorsque cette erreur fut découverte, le nom était bien enraciné. Au 
milieu des années 1950, ces composés furent obtenus sous forme 
cristallisée à partir de différents liquides biologiques et appelés 
PGE (soluble dans l'éther) et PGF (soluble dans un tampon nhos- 


phate ; fosfat en suédois). Ce fut le départ d’une explosion de tra- 
vaux sur ces substances puissantes. 

Presque toutes les cellules de mammifère sauf les globules 
rouges produisent des prostaglandines et des composés proches : 
prostacyclines, thromboxanes, leucotriènes et lipoxines (appe- 
lées collectivement eicosanoïdes car ce sont tous des composés en 
Cp: du grec eikosi, vingt). Les eicosanoïdes, comme les hor- 
mones, jouent des rôles physiologiques importants à très faibles 
concentrations. Par exemple, ils interviennent dans : (1) la réponse 
inflammatoire, notamment au niveau des articulations (arthrite rhu- 
matoïde), de la peau (psoriasis), et des veux ; (2) la production de 
douleur et de fièvre ; (3) la régulation de la pression artérielle ; (4) 
l'induction de la coagulation du sang ; (5) le contrôle de plusieurs 
fonctions de la reproduction comme le déclenchement de l’accou- 
chement ; et (6) la régulation du cycle sommeil/éveil. Les enzymes 
qui synthétisent ces produits et les récepteurs auxquels ils se lient 
font par conséquent l'objet de recherches pharmacologiques 
intenses. 

Les eicosanoïdes sont également proches des hormones dans la 
mesure où ils se fixent à des récepteurs couplés aux protéines G 
{Section 19-2B) et où nombre de leurs effets intracellulaires font 
intervenir l'AMPc. Cependant, à la différence des hormones, ils ne 
sont pas transportés par le sang vers leurs sites d'action. En fait, 
ces substances chimiquement et biologiquement instables (cer- 
taines se décomposent en une minute ou moins in vitro) sont des 
médiateurs locaux (hormones paracrines ; Section 19-1); ils exer- 
cent leurs actions dans le même environnement que celui de leur 
synthèse. 

Dans cette section, nous étudierons la structure des eicosa- 
noïdes et passerons en revue leurs voies de biosynthèse et modes 
d'action. Ce faisant, nous noterons la grande diversité de leurs 
structures et de leurs fonctions, ce qui fait de l’élucidation des 
rôles physiologiques de ces substances puissantes un véritable défi 
pour les chercheurs. 


A. Introduction 


Les prostaglandines sont toutes des dérivés de l'acide gras en C, 
hynothérinue l'aride prostanniaue nui nrécente un rvele rvcln- 
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FIGURE 25-63 Structures des prostaglandines. (a) Squelette carboné 
de l'acide prostanoïque, le « père » des prostaglandines. (b) Structures des 
prostaglandines A à L. (c) Structures des prostaglandines E,, E, et F,, (les 
premières prostaglandines identifiées). 


pentane entre les atomes 8 à 12 (Fig. 25-63a). Les prostaglandines 
A à I diffèrent selon la nature des substituants sur le noyau cyclo- 
pentane (Fig. 25-63b): les PGA sont des cétones ©,f-insaturées, 
les PGE sont des cétones B-hydroxylées, les PGF sont des 1,3- 
diols, etc. Dans les PGF,,, le groupement C9—OH se trouve du 
même côté du cycle que R, ; il se trouve du côté opposé dans lés 
PGF,, Le chiffre en indice du nom indique le nombre de doubles 
liaisons qui se trouvent sur les chaînes latérales du noyau cyclo- 
pentane (Fig. 25-63c). 

Dans l'espèce humaine, le précurseur le plus important des 
prostaglandines est l'acide arachidonique ( acide 5,8,11,14-eico- 
satétraénoïque), un acide gras polyinsaturé en C}, à quatre 
doubles liaisons non conjuguées. La double liaison en C14 se 
trouve à six atomes de carbone de l'atome de carbone terminal 
(l'atome de carbone &), ce qui fait de l'acide arachidonique un 
acide orac où L'aride arachidaninne ect eunthétisé à nartir de 


l'acide gras essentiel l'acide linoléique (aussi un acide gras ©-6) 
qui subit une désaturation en acide y-linolénique (GLA) sous 
l'action d’une Af-désaturase, puis une élongation et une seconde 
désaturation, cette fois par une A°-désaturase (Fig. 25-64 ; Section 
25-4E), 

Les prostaglandines avec l'indice 1 (les prostaglandines de la 
« série 1 ») sont synthétisées à partir de l'acide dihomo-Y-linolé- 
nique (DGLA ; acide 8,11,14-eicosatriénoïque), tandis que les 
prostaglandines de la «série 2» sont synthétisées à partir de 
l'acide arachidonique. L'acide a&-linolénique (ALA), autre acide 
gras essentiel car la A!-désaturase requise pour sa synthèse ne se 
trouve que chez les plantes, est un précurseur de l'acide 
5,8,11,14,17-eicosapentaénoïque (EPA) et des prostaglandines de 
la « série 3 ». L'arachidonate étant le principal précurseur des pros- 
taglandines chez l’homme, nous nous référerons essentiellement 
aux prostaglandines de la série 2 dans nos exemples. Noter, cepen- 
dant, que lorsque les acides linoléique et &-linolénique sont dis- 
ponibles en quantités égales dans l'alimentation, ce sont les acti- 
vités relatives des A°- et Af-désaturases qui déterminent les 
contributions relatives de ces précurseurs à la synthèse des prosta- 
£glandines. 


a. L'arachidonate est formé par hydrolyse de 
phospholipides 
L'arachidonate, estérifié en C2 du glycérol des phosphatidyli- 
nositols et d’autres phospholipides, se trouve en réserve dans les 
membranes cellulaires. La production de métabolites de l'arachi- 
donate dépend de la vitesse d'hydrolyse de l’arachidonate de ces 
phospholipides suivant trois voies possibles (Fig. 25-65) : 


L. La phospholipase A, hydrolyse les groupements acyle en 
C2 des phospholipides (Fig. 25-65b, à gauche). 

2. La phospholipase C (Section 19-4B) hydrolyse spécifique- 
ment le groupement de tête des phosphatidylinositols pour donner 
un 1,2-diacylglycérol (DAG) et du phosphoinositol. Le DAG est 
phosphorylé par une diacylglycérol kinase en acide phosphati- 
dique, un substrat de la phospholipase A, (Fig. 25-65b, au centre). 
Se rappeler que le DAG et les diverses formes phosphorylées du 
phosphoinositol sont aussi d'importantes molécules de signalisa- 
tion dans la cascade des phosphoinositides (Section 19-4). 

3. Le DAG peut aussi être hydrolysé directement par la dia- 
cylglycérol lipase (Fig. 25-65b, à droite). 


Les corticostéroïdes sont utilisés comme agents anti-inflamma- 
toires parce qu'ils inhibent la phospholipase A;, diminuant ainsi la 
vitesse de production d’arachidonate, 


b. L’aspirine inhibe la synthèse des prostaglandines 
L'emploi d’aspirine comme analgésique (contre la douleur), 
antipyrétique (qui diminue la fièvre), et comme agent anti-inflam- 
matoire est très répandu depuis le dix-neuvième siècle, Cependant, 
ce n'est qu'en 1971 que John Vane découvrit son mécanisme d’ac- 
tion. L'aspirine, comme d'autres médicaments anti-inflamma- 
toires non stéroïdiens (AINS), inhibe la synthèse des prostaglan- 
dines à partir d'eicosanoïdes précurseurs (Section 25-7B). Ces 
inhibiteurs se sont avérés des outils très intéressants pour élucider 
les voies de biosynthèse des prostaglandines et ont fourni un point 
de départ pour la synthèse rationnelle de nouveaux médicaments 


antiinflammatnions 
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L. Oxydation de l'acide arachidonique en 5-HPETE, substance 
qui n'a pas de propriétés physiologiques par elle-même. Cette 
réaction se fait en trois étapes : 

(a) L'atome de fer du site actif, dans l'état Fe{IIl), capte un 
électron du groupement méthylène central de la partie 5,8-penta- 
diène de l'arachidonate et le radical libre formé cède un proton à 
un groupement basique de l'enzyme. 

(b) Après réarrangement du radical libre, O, s'additionne pour 
former un radical hydroperoxyde. 

(c) Le radical hydroperoxyde réagit avec le fer du centre 
actif, maintenant dans l’état Fe(Il), pour donner la forme anio- 
nique de l’hydroperoxyde, qui est protonée par l'enzyme pour 
donner le produit hydroperoxyde et régénérer l'enzyme Fe(Ill) 
active. 

2. Elimination d'eau par catalyse basique pour former 
l'époxyde instable leucotriène A, (LTA,; l'indice désigne le 
nombre de doubles liaisons carbone-carbone, qui est aussi le 
numéro de série). 


La structure par rayons X de la 15-LO de réticulocyte de lapin, 
homologue à la 5-LO, complexée à l'inhibiteur compétitif 
RS75091 


COOH 


CH, 


RS75091 


a été déterminée par Michelle Browner. Cette protéine monomé- 
rique de 663 résidus comporte un domaine N-terminal en tonneau 
B à 8 segments et un domaine catalytique C-terminal (Fig. 25-74), 
Son atome de fer du site actif est fixé par coordinence à 4 résidus 
His conservés et par un oxygène du carboxylate C-terminal. Cette 
disposition de liaisons correspond à un octaèdre déformé avec seu- 
lement un de ses six sommets inoccupé. L'atome de Fe, bien en 
dessous de la surface de la protéine, fait face à une cavité interne 
occupée par RS75091. Il s'agit donc là de la cavité du substrat, 
laquelle est essentiellement bordée de résidus hydrophobes et suit 
un chemin irrégulier après l'atome de Fe vers la surface de la pro- 
téine. Curieusement, la 15-LO (tout comme la lipoxygénase-1 de 
soja, seule autre lipoxygénase de structure connue) présente deux 
hélices x rarement observées (Fig. 8-14c), contenant chacune deux 
des résidus His fixant le Fe, Chacune de ces hélices x est imbri- 
quée dans une hélice plus longue au lieu de se trouver au bout 
d’une hélice & comme c'est le cas des hélices x déjà connues. 

La taille des cavités de liaison du substrat des 5- et 12-LO 
ont été prédites par modélisation d'homologie (Section 9-3B) sur 
la 15-LO. On y trouve, dans la 5-LO et la 12-LO, des acides 
aminés plus petits que dans la 15-LO, de sorte que, par exemple, 
le volume de la cavité de la 5-LO serait -20 % supérieur à celui 
de la 15-LO. La mutagenèse de la 5-LO, réalisée par Harmut 
Kuhn, en vue de diminuer la taille de cette cavité, a donné une 
enzvme douée de la enécificité de la 1510 Ceci conforte l'idée 


FIGURE 25-74 Structure par rayons X de la 15-lipoxygénase (15- 
LO) de réticulocvte de lapin complexée à son inhibiteur compétitif 
RS75091, Le domaine N-terminal en tonneau B est en doré et le domaine 
catalytique C-terminal en bleu clair avec ses deux segments hélicoïdaux 
x fixant l'atome de fer, en magenta. Celui-ci est représenté par une 
sphère orange et RS75091 est en modèle compact, avec C en vert et O en 
rouge, [D'après une structure par rayons X due à Michelle Browner, 
Roche Bioscience, Palo Alto, California. PDBid 1LOX.] 


selon laquelle la taille de la cavité détermine la spécificité de la 
lipoxygénase. 


b. Peptidoleucotriènes 

Le LTA, est transformé en peptidoleucotriènes par réaction 
avec la LTC, synthase, une glutathion-S-transférase qui catalyse 
ensuite l'addition du groupement sulfhydryle du glutathion à 
l'époxyde LTA,, formant ainsi le premier des peptidoleucotriènes, 
le leucotriène C, (LTC, ; Fig. 25-75), La y-glutamyltransférase 
enlève l'acide glutamique, transformant le LTC, en leucotriène D4 
(LTD,). Le LTD, est transformé en leucotriène E,(LTE,) par une 
dipeptidase qui enlève la glycine. Le LTA, peut aussi être hydrolysé 
en leucotriène B, (LTB,,, un agent chimiotactique puissant (une 
substance qui attire des cellules motiles) impliqué dans l'attraction 
de certains types de globules blancs pour combattre l'infection. 

Plusieurs maladies inflammatoires et  d’hypersensibilité 
(comme l'asthme) sont associées à des taux élevés de leucotriènes. 
La mise au point de médicaments inhibant la synthèse de leuco- 
triènes est donc un champ de recherches très actif. L'activité 5-LO 
nécessite la présence de la protéine activatrice de la 5-LO 
(FLAP pour 5-lipoxygénase-activating protein), une protéine 
membranaire intrinsèque de 18 kD, pour être active. La FLAP se 
lie à l'acide arachidonique, substrat de la 5-LO, et facilite la liai- 
<on enzvme-euhetrat ame: ane l'interaction de la SL O avec la 
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Leucotriène E, (LTE,) 
FIGURE 25-75 Formation des leucotriènes à partir de LTA,. 


membrane. Plusieurs inhibiteurs de la synthèse des leucotriènes, 


comme le MKO886, 


N COOH 


CI 


@-3, au lieu de l'acide linoléique (acide gras w-6), précurseur de 
l'acide arachidonique. L'EPA inhibe la formation de TxA, (Fig. 
25-67) et est un précurseur des leucotriènes de la série 5, com- 
posés dont les activités physiologiques sont considérablement plus 
faibles que leurs contreparties dérivées de l’arachidonate (de la 
série 4). Cela suggère qu'un régime alimentaire contenant des 
lipides marins doit diminuer l'intensité des réponses inflamma- 
toires dépendant des prostaglandines et des leucotriènes. Effecti- 
vement, une alimentation enrichie en EPA inhibe in vitro les acti- 
vités chimiotactiques et d’agrégation des neutrophiles (une variété 
de globules blancs). De plus, un régime alimentaire riche en EPA 
diminue les taux de cholestérol et de triacylglycérols dans le 
plasma de malades hypertriacylglycérolémiques. 


d. Les lipoxines et les épi-lipoxines induites par l’aspirine 
ont des propriétés anti-inflammatoires 
Les eicosanoïdes sont couramment associés à la réponse 
inflammatoire. Cependant, certains eicosanoïdes ont des propriétés 
anti-inflammatoires. Les lipoxines (LX), produites par les voies 
des 12- et 15-LO (impliquant parfois aussi la 5 LO), doivent leur 
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FIGURE 25-76 Biosynthèse des lipoxines. Biosynthèse de la lipoxine 
LXA, (à gauche) et de l'épi-lipoxine induite par l'aspirine (ATL) 15-épi- 
LXA, (à droite). Dans les cellules endothéliales et épithéliales, l'acide 
arachidonique est transformé par la 15-LO et la glutathion peroxydase en 


triènes, d'où leur effet anti-inflammatoire. Il existe de nombreuses 
voies de biosynthèse des LX sous les actions combinées des 5-, 12- 
et 15-LO. Nous n’étudierons ici qu’une de ces voies (Fig. 25-76, 
à gauche). La synthèse de lipoxine A, (LXA.) à partir d'acide ara- 
chidonique commence dans les cellules endothéliales et épithé- 
liales par la synthèse, catalysée par la 15-LO, de l'acide (155)- 
hydroperoxyeicosatétraénoïque [(155)-HPETE], qui est réduit 
par la glutathion peroxydase en acide (155)-hydroxyeicosaté- 
traénoïque [(155)-HETE]. Le (15S)-HETE arrive alors aux leu- 
cocytes où il est transformé en LXA, par la 5-LO et une hydrolase. 

Charles Sherdan a découvert une voie supplémentaire pour 
l’action anti-inflammatoire de l’aspirine qui implique la produc- 
tion de lipoxines. Comme nous l'avons vu (Fig. 25-71), l’aspirine 
inhibe de façon covalente l’activité cyclo-oxygénase de la PGHS 
(COX). Cependant, après acétylation par l’aspirine, la COX-2 
garde une activité résiduelle 15-LO (étapes 3 et 4 de la Fig. 25-68) 
qui conduit à une voie de transformation de l'acide arachidonique 
en agents anti-inflammatoires appelés épi-lipoxines déclenchées 
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(ISSY-HETE, ou par la COX-2 acétylée par l'aspirine, en (15R)- 
HETE. Après transfert aux leucocytes, ces intermédiaires y sont transfor- 
més en LXA, et 15-épi-LXA, par la 5-LO et une hydrolase. 


catalysée par COX-2 acétylée par l'aspirine, d'acide arachidonique 
en acide (15R)-hydroxyeicosatétraénoïque [(15R)-HETE), 
l'épimère du (15S)-HETE. Dans les leucocytes, la 5-LO et une 
hydrolase transforment alors le (15R)-HETE en 15-épi-lipoxine A, 
(15-épi-LXA,) un agent anti-inflammatoire. 


Nous vivons des moments passionnants avec l'étude du métabo- 
lisme des cicoanoïdes et ses incidences physiologiques. Les méca- 
nismes d'action des prostaglandines, des prostacyclines, des 
thromboxanes, des leucotriènes et des lipoxines étant compris de 
mieux en mieux, la mise au point de nouveaux agents thérapeu- 
tiques plus performants devrait bénéficier de ces avancées. 


8 M MÉTABOLISME DES 
PHOSPHOLIPIDES ET DES GLYCOLIPIDES 


Les « lipides complexes » sont des molécules ner à 
double queue, constituées soit de 1 2-diacyl- -sn- n-glycérol, soit 1 de N 
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Ê OH H 
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X=H 1,2-Diacylglycérol N-Acylsphingosine (céramide) 
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X = Ester phosphate Glycérophospholipide Sphingophospholipide 


FIGURE 25-77 Glycérolipides et sphingolipides. Les structures des groupements de tête courants, X, sont 


données dans le Tableau 12-2, 


IC et 12-1D : sn signifie numérotation stéréospécifique, qui attri- 


bue la position 1 au groupement occupant la position pro-S d'un 


centre prochiral). Il y a donc deux catégories de phospholipides, 
les glycérophospholipides et les sphingophospholipides, et deux 
catégones de glycolipides, les glycéroglycolipides et les sphingo- 
glycolipides (également appelés glycosphingolipides: GSL). 
Dans cette section, nous décrirons le mécanisme de la biosynthèse 
de novo de ces lipides complexes. Nous verrons que la grande 
diversité de ces molécules est en rapport avec les nombreuses 
enzymes nécessaires à leur biosynthèse. Noter aussi que ces sub- 
stances sont synthétisées dans des membranes, le plus souvent sur 
le côté cytosolique du réticulum endoplasmique, pour être ensuite 
transportées à leur destination cellulaire finale comme indiqué 
dans la Section 12-4B-D. 


A. Glycérophospholipides 


Les glycérophospholipides présentent une asymétrie importante 
quant à la nature des groupements acyle liés au CI et au C2: les 
substituants en CI sont essentiellement des acides gras saturés 
alors que les substituants en C2 sont principalement des acides 
gras insaturés. Nous étudierons les voies principales de la biosyn- 
thèse et du métabolisme des glycérophospholipides en nous inté- 
ressant à l'origine de cette asymétrie. 


a. Biosynthèse des diacylglycérophospholipides 

Les précurseurs des triacylglvcérols, les 1,2-diacyl-sn-glycé- 
rols et les acides phosphatidiques sont aussi les précurseurs de 
certains glycérophospholipides (Fig. 25-39 et 25-77). Les esters 
phosphate activés des groupements de tête polaires (Tableau 12- 
2) réagissent avec le groupement C3—OH du 1.2-diacyl-sn-gly- 
cérol pour donner la liaison phosphodiester du phospholipide. 
Dans certains cas le groupement phosphoryle d'un acide phos- 
phatidique est activé et réagit avec le groupement de tête polaire 
non activé. 

Le mécanisme de la formation de l'ester phosphate activé est 
le même pour les deux groupements de tête polaires éthanolamine 
et choline (Fig. 25-78): 


1. L'ATP phosphoryle le groupement OH de la choline ou de 
l'éthanolamine. 
2. Le groupement phosphoryle de la phosphoéthanolamine 


TS SE RE SE OO PM 2 1 mn 


pour former les dérivés CDP correspondants, qui sont les esters 
phosphate activés du groupement polaire de tête. 
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FIGURE 25-78 Biosynthèse de la phosphatidyléthanolamine et de la 
phosphatidylcholine, Chez les mammifères, la CDP-éthanolamine et la 
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FIGURE 25-79 Synthèse de la phosphatidylsérine. La sérine remplace 
l'éthanolamine dans la phosphatidyléthanolamine lors d’une réaction 
d'échange de groupements de tête. 


3. Le groupement C3—OH du 1,2-diacyl-sn-glycérol attaque 
le groupement phosphoryle de la CDP-éthanolamine ou de la 
CDP—choline activé, déplaçant le CMP pour donner le glycéro- 
phospholipide correspondant. 

Le foie transforme aussi la phosphatidyléthanolamine en phospha- 
tidylcholine par triméthylation de son groupement amine, la S- 
adénosylméthionine (Section 26-3E) étant l'agent méthylant. 

La phosphatidylsérine est synthétisée à partir de phosphati- 
dyléthanolamine lors d'une réaction d'échange de groupement de 
tête catalysée par la phosphatidyléthanoamine :sérine transfé- 
rase dans laquelle le groupement OH de la sérine attaque le grou- 
pement phosphoryle du donneur (Fig. 25-79). Le groupement de 
tête original se trouve éliminé, avec formation de phosphatidylsé- 
rine, 
Pour la synthèse de phosphatidylinositol et de phosphatidyl- 
glycérol, c’est la queue hydrophobe qui est activée au lieu du grou- 
pement polaire de tête. L'acide phosphatidique, le précurseur du 
1,2-diacyl-sn-glycérol (Fig. 25-39), attaque le groupement phos- 
phoryle en & du CTP pour donner le CDP-diacylglycérol et du 
PP, (Fig. 25-80). Le phosphatidylinositol résulte d’une attaque de 
l'inositol sur le CDP-diacylglycérol. Le phosphatidylglycérol est 
formé en deux réactions : (1) attaque par le groupement C1—OH 
du sn-glycérol-3-phosphate du CDP-diacylglycérol, ce qui donne 
le phosphatidylglycérol phosphate : et (2) hydrolyse du groupe- 
ment nhnenharvle nour donner le nhoenhatiduloluvrérol 


La cardiolipine, un phospholipide important isolé pour la pre- 
mière fois du tissu cardiaque, est synthétisé à partir de deux molé- 
cules de phosphatidylglycérol (Fig. 25-81). La réaction se fait par 
l'attaque menée par le groupement C1-—OH de l’une des molé- 
cules de phosphatidylglycérol sur le groupement phosphoryle de 
l'autre, déplaçant une molécule de glycérol. 

Les enzymes qui synthétisent les acides phosphatidiques ont 
une préférence générale pour des acides gras saturés en CI et des 
acides gras insaturés en C2. Cependant, cette préférence générale 
ne peut expliquer, par exemple, pourquoi -80 % des phosphatidy- 
linositols du cerveau ont un groupement stéaryle (18 :0) en CI et 
un groupement arachidonyle (20:4) en C2, et que -40% de la 
phosphatidylcholine des poumons a des groupements palmityle 
(16:0) dans les deux positions (cette dernière substance est le 
constituant principal du surfactant qui empêche les poumons de se 
collaber quand l'air est expulsé ; sa déficience est responsable du 
syndrome de détresse respiratoire des enfants prématurés). 
William Lands a montré qu'une telle spécificité de chaîne latérale 
est due à des réactions de « redistribution » au cours desquelles les 
groupements acyle de glycérophospholipides individuels sont 
échangés sous l'action de phospholipases et d'acyltransférases 
spécifiques. 


b. Biosynthèse des plasmalogènes et des 
alkylacylglycérophospholipides 
Les membranes des eucaryotes contiennent des quantités signi- 
ficatives de deux autres glycérophospholipides : 


1. Les plasmalogènes, qui contiennent une chaîne hydrocar- 
bonée liée au C1 du glycérol par une liaison vinyl éther : 


(e) CHy—0—CH—CH—R;, 
2,007 [e) 
CH; —0— E ox 
le 
Un plasmalogène 


2. Les alkylacylglycérophospholipides, dans lesquels le sub- 
stituant alkyl sur le C1 du glycérol est lié par une liaison éther : 


CH; — 0 —kR; 


Un alkylacyl- 
glycérophospholipide 


Environ 20 % des glycérophospholipides de mammifère sont 
des plasmalogènes. Le pourcentage exact varie selon les espèces et 
selon les tissus à l'intérieur d'un même organisme. Alors que les 
plasmalogènes ne représentent que 0,8 % des phospholipides dans 
le foie humain, ils en représentent 23% dans le tissu nerveux 
humain. Les alkylacylglycérophospholipides sont moins abon- 
dants que les plasmalogènes ; par exemple, 59% des éthanola- 
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CH,0H 
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FIGURE 25-80 Biosynthèse de phosphatidylinositol et de phosphatidytgiyeérol. Chez les mammifères, ce processus 
implique un intermédiaire CDP-diacyglycérol. 
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Dem 
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Galactocérébroside (1-B-D-galactosylcéramide) 
FIGURE 25-86 Biosynthèse des cérébrosides, 


transfert d'un groupement sulfate «activé» depuis le 3'-phos- 
phoadénosine-5’-phosphosulfate (PAPS) sur le groupement 
C3—OH du galactose du galactocérébroside (Fig. 25-87). 


d. Biosynthèse des globosides et des gangliosides 

La biosynthèse des globosides (céramides oligosaccharidiques 
neutres) et des gangliosides (céramides oligosaccharidiques à 
acide sialique) est catalysée par une série de glycosyl transfé- 
rases. Bien que les réactions soient chimiquement identiques, elles 
sont catalysées chacune par une enzyme spécifique. Les voies 
débutent par le transfert d'une unité galactosyle depuis l'UDP-Gal 
sur un glucocérébroside pour former une liaison B(1 —> 4) (Fig. 
25-88). Cette liaison étant la même que celle qui unit le glucose au 
galactose dans le lactose, ce glycolipide est souvent appelé lacto- 
syl céramide. Le lactosyl céramide est le précurseur des globo- 
sides et des gangliosides. Pour former un globoside, une unité 
galactosyle et une unité N-acétylgalactosaminyle sont ajoutées 
successivement au lactosyl céramide à partir respectivement 
d'UDP-Gal et d'UDP-GalNAc. Les gangliosides G,, sont formés 
par addition d'acide N-acétyineuraminique (NANA, acide sia- 
lique) 


Acide N-acétylneuraminique 
(NANA, acide sialique) 


fourni par le CMP-NANA au lactosyl céramide, via une liaison 
a(2 — 3) pour donner G,4;. Les additions séquentielles à G,y 
des unités N-acétylgalactosamine et galactose à partir d'UDP- 
GalNAc et d'UDP-Gal donnent les gangliosides Gy et Gin. 
D'autres gangliosides sont formés par addition d'un deuxième 
groupement NANA à GG, donnant Gp4 où par addition d'une 

unité de N-acétylglucosamine au lactosyl céramide avant l'addi- 
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FIGURE 2588 Biosynthèse des globosides et des gangliosides Gus. 


tion du groupe NANA, donnant le G,,. On connaît plus de 
60 gangliosides différents. 


e. Dégradation des sphingolipides et maladies de stockage 
des lipides 

Les sphingoglycolipides sont dégradés dans les lysosomes par 
une série de réactions d'hydrolyse enzymatiques (Fig. 25-89). 
Ces réactions sont catalysées à l'interface lipide-eau par des 
enzymes solubles, souvent avec l'aide de protéines activatrices 
des sphingolipides (SAP ; comprenant les saposines, la protéine 
activatrice de Gin, et SAP-A à SAP-D). Ces protéines auxil- 
liaires non enzymatiques faciliteraient l'accessibilité de la partie 
glucidique du sphingoglycolipide à l'enzyme de dégradation. Par 
exemple, la protéine activatrice de G,,, se fixe à G,,, et l'expose 
à la surface de la membrane. Le complexe ainsi formé se fixe 
alors à l’hexosaminidase A, un dimère af qui détache par 
hydrolyse l'acétylgalactosamine de G,,, à l'interface lipide-eau 
(Fig. 25-90). 

L'absence héréditaire de l'une des hydrolases des sphingoli- 
pides ou d’une SAP entraîne une maladie de stockage des sphin- 
golipides (Tableau 25-2). La plus fréquente de ces maladies est la 
maladie de Tay-Sachs, due à la déficience autosomique récessive 
de l'hexosaminidase A. L'absence de cette enzyme entraîne l’ac- 
cumulation de G,,, sous la forme d'inclusions qui rappellent un 
coquillage (Fig. 25-91). 

Bien que les nouveaux-nés atteints de la maladie de Tay-Sachs 
semblent normaux aux premiers jours, vers l'âge de un an, quand 
assez de G, s'est accumulé pour perturber les fonctions neuro- 
nalee ile e‘affaihlieesnt nrnorvecivement manifeetent nn retard de 


croissance, perdent la vue et meurent généralement vers 3 ans. Il 
est cependant possible de détecter les porteurs potentiels de cette 
maladie par une simple analyse du sérum. Il est aussi possible de 
déceler la maladie in utero par analyse du liquide amniotique ou 
des cellules amniotiques par amniocentèse. Le test consiste à uti- 
liser un substrat artificiel de l'hexosaminidase, la 4-méthylombel- 
liféryl-B-D-N-acétylglucosamine, qui forme un produit fluores- 
cent après hydrolyse. 


| 
NH—C—CH, 


je rer unes ia 
acétylglucosamine 


hexosaminidase 
GicNAc 
HO. 
ces 


CH, 
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GalNAc 
jadl GalNAcÊ Gal-Z Gal-P Gie-È Cer 
| Globoside 
Gal-P Gie-È Cer 
Ganglioside Guy hexosaminidase A et B 
ganglioside Maladie de Sandhoff 
neuraminidase GalNAc 
SAPB| * NANA Gal 
Gal-B GieË Cer Gal-£ Gal-B Gie-À Cer 
Lactosyl céramide oc" ul À  Trihexosylcéramide 
B-galactosidase Maladie de Fabry 
SAP-B + SAP.C Gal 
Gle-È Cer -0,8 — Gal-Ê Cer 
Glucocérébroside Sulfatide 
glucocérébrosidase arylsulfatase À 
SAP-C SAP-B 
Maladie de Gaucher Leukodystrophie 
Gle métachromatique 80? 
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Cer-phosphe- Céramide FE: Gal- Cer 
(Sphingomyéline) Maladie de SAP-A, SAP-C 
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céramidase 
SAP-D 
Lipogranulomatose _- 
de Farber sphingosine Hexosaminidase A 
Acide gras dégradation 


FIGURE 25-89 Dégradation des sphingolipides par des enzymes protéine activatrice de G,,, % 
lysosomiales. Les maladies génétiques causées par la déficience de l'en- 
zyme correspondante sont indiquées en rouge. p 


\ nt Ganglioside G,, 
FIGURE 25-90 Modèle proposé pour l’hydrolyse du ganglioside G,y; 
par l'hexosaminidase A stimulée par la protéine activatrice de Gygy. 
La protéine activatrice de G se fixe à Gi et le fait émerger de la 


membrane de sorte qu'il soit reconnu et clivé par le dimère af d'hexosa- 
minidase À. [D'après Kolter, T. and Sandhoff, K.. Angew. Chem. Int. Ed. 
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FIGURE 25-91 Corps membraneux cytoplasmique dans un neurone 
d'un patient atteint de la maladie de Tay-Sachs. [Avec la permission 
de John S. O'Brien, University of California at San Diego Medical 
School.] 


Ce substrat étant aussi reconnu par l'hexosaminidase B, qui reste 
active dans la maladie de Tay-Sachs, l'hexosaminidase B doit 
d'abord être inactivée par la chaleur, car elle est plus thermolabile 
que l'hexosaminidase A. Suite aux efforts de dépistage systéma- 
tiques entrepris, les conséquences dramatiques de cette déficience 
enzymatique héréditaire s'estompent. Les autres maladies de stoc- 
kage des sphingolipides, bien que plus rares, produisent des effets 
semblables (Tableau 25-2). 


TABLEAU 25-2 Maladies de stockage des sphingolipides 


Les maladies de stockage des sphingolipides se manifestent 
lorsque la capacité synthétique de la cellules dépasse celle de 
dégradation, ce qui conduit à l'accumulation de sphingolipides, Un 
nouveau type de traitement prometteur de plusieurs de ces mala- 
dies est le traitement par privation de substrat, par inhibition de 
la glucosylcéramide synthase, l'enzyme qui catalyse la première 
étape d'engagement dans la biosynthèse des globosides et des gan- 
gliosides (Fig. 25-86). Plusieurs de ces inhibiteurs ont été mis au 
point et font l'objet d'études cliniques. Dans un modèle de mala- 
die de Tay-Sachs chez la souris, l'administration orale de N-butyl- 
désoxynojirimycine (NB-DNJ) 


CH,0H CH:CH,CHCH; 
H NH 


H OH 
N-Butyldésoxynojirimycine (NB-DNJ) 


réduit de moitié l'accumulation de ganglioside G,4, dans le cer- 
veau. La NB-DNJ a également fait l'objet d'essais cliniques chez 
des patients atteints de la maladie de Gaucher non neuropathique. 
Le volume de la rate, qui est augmenté chez ces malades (Tableau 
25-2), diminue de 12 à 19% après 12 mois de traitment. Bien que 
beaucoup reste à faire pour mettre au point des médicaments effi- 
caces contre les maladies de stockage des sphingolipides, il est 
clair qu'une compréhension moléculaire des enzymes impliquées 
peut déboucher sur des avancées cliniques importantes. 


Principale substance 
Maladie Enzyme déficiente stockée Principaux symptômes 
G,y Gangliosidosis Gyn B-galactosidase Ganglioside G,y Retard mental, hépatomégalie, problèmes au niveau 
du squelette, mort vers 2 ans 
Maladie de Tay-Sachs Hexosaminidase A Ganglioside Gy Retard mental, cécité, 
mort vers 3 ans 
Maladie de Fabry a-Galactosidase A Trihexosylcéramide Dermatose, insuffisance rénale, douleur dans 
les membres inférieurs 
Maladie de Sandhoff Hexosaminidases A Ganglioside G,w et Comme dans la maladie de Tay-Sachs mais 
et B globoside développement plus rapide 
Maladie de Gaucher Glucocérébrosidase Glucocérébroside Hépato- et splénomégalie, érosion des os longs, retard 
mental uniquement pour la forme infantile 
Maladie de Niemann-Pick  Sphingomyélinase Sphingomyéline Hépato- et splénomégalie, retard mental 
Lipogranulomatose Céramidase Céramide Articulations douloureuses et déformées, nodules 
cutanés, mort en quelques années 
Maladie de Krabbe Galactocérébrosidase  Galactocérébroside Perte de myéline, retard mental, mort vers deux ans 
désacylé 
Leucodistrophie Arylsulfatase A Sulfatide Retard mental, mort dans la première décennie 
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RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


1 D Digestion, absorption et transport des lipides Les tri- 
acylglycérols, la forme de mise en réserve de l'énergie métabolique 
chez les animaux, fournissent six fois plus d'énergie métabolique que 
le glycogène hydraté à poids égal, Les lipides alimentaires sont digé- 
rés par des enzymes pancréatiques comme la lipase et La phospholi- 
pase A, qui sont actives à l'interface lipide-eau d'émulsions stabili- 
sées par les sels biliaires. Les sels biliaires sont aussi indispensables 
à l'absorption intestinale des lipides alimentaires, tout comme la pro- 
téine de liaison des acides gras. Les triacylglycérols alimentaires et 
ceux synthétisés par le foie sont transportés respectivement dans le 
sang par les chylomicrons et les VLDL. Les triacylglycérols présents 
dans ces lipoprotéines sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase à 
l'extérieur des cellules et entrent dans les cellules sous forme 
d'acides gras libres. Les acides gras issus de l’hydrolyse des tri- 
acylglycérols du tissu adipeux par la lipase hormono-sensible sont 
transportés dans le courant sanguin sous forme de complexes acide 
gras-albumine. 

2 BB Oxsdation des acides gras Avant d'être oxydés, les acides 
gras sont transformés en acyl-CoA par l'acyl-CoA synthase dans une 
réaction exigeant de l'ATP, transportés dans les mitochondries sous 
forme d'esters de carmitine, puis reconventis en acyl-CoA dans la 
matrice mitochondriale, La B oxydation des acyl-CoA détache des 
unités en C, pour transformer totalement un acyl-CoA à nombre pair 
d'atomes de carbone en acétyl-CoA. Le mécanisme implique la 
déshydrogénation FAD-dépendante d'un groupement alkyle, l'hydra- 
tation de la double liaison formée, l'oxydation NAD*-dépendante de 
cet alcool en cétone, et le clivage d'une liaison C—C pour former 
de l'acétyl-CoA et un nouvel acyl-CoA avec deux atomes de car- 
bone en moins. Le processus se répète. L'oxydation complète de 
l'acétyl-CoA. du NADH et du FADH, est assurée par le cycle de 
l'acide citrique et les phosphorylations oxydatives. L'oxydation des 
acides gras insaturés et des acides gras à nombre impair d'atomes 
de carbone se fait également par B oxydation mais nécessite la par- 
ticipation d'enzymes supplémentaires. Les acides gras à nombre 
impair d'atomes de carbone donnent du propionyl-CoA, dont le 
métabolisme ultérieur demande la participation de (1) la propionyl- 
CoA carboxylase, enzyme à biotine, (2) la méthylmalonyl-CoA racé- 
mase, et (3) la méthyimalonyl-CoA mutase, qui contient de 1’ AdoCbl 
(coenzyme B,,). La méthylmalonyl-CoA mutase catalyse une réac- 
tion de réarrangement du squelette carboné via un mécanisme à radi- 
cal libre où ce dernier est produit par clivage homolytique de la liai- 
son C—Co(lll) de l’AdoCbl. La B oxydation a lieu aussi dans les 
peroxysomes. La voie peroxysomiale diffère de la voie mitochon- 
driale dans la mesure où le FADH, formé dans la première réaction 
est directement oxydé par O, pour former H,0,, au lieu de former 
de l'ATP par les phosphorylations oxydatives. Les enzymes peroxy- 
somiales sont spécifiques des acides gras à longue chaîne et rac- 
courcissent les chaînes par B oxydation. Les produits résultants à lon- 
gueur de chaîne intermédiaire sont transférés dans les mitochondries 
pour achever leur oxydation. 

3 D Corps cétoniques Une fraction significative de l'acétyl- 
CoaA issu de l'oxydation des acides gras dans le foie est transformée 
en acétoacétate et en D-B-hydroxybutyrate, qui, avec l'acétone, sont 
appelés corps cétoniques. Les deux premiers composés sont des sub- 
strats énergétiques importants pour les tissus périphériques. 

48 Biosynthese des acides gras La biosynthèse des acides gras 
diffère de leur oxydation sur plusieurs points. Alors que l'oxydation 
des acides gras se déroule dans les mitochondries en utilisant des 
esters d'acyl-CoA, la biosynthèse des acides gras se fait dans le cyto- 
sol, les acides gras en formation étant estérifiés à une protéine trans- 
porteur d'acyl (ACP). Les coenzymes rédox sont différents (FAD et 


NAD"* pour l'oxydation; NADPH pour la biosynthèse), ainsi que la 
stœchiométnie des étapes intermédiaires des voies. L'oxydation pro- 
duit de l'acétyl-CoA, alors que le malonyl-CoA est le précurseur 
immédiat dans la biosynthèse. HCO”, est nécessaire à la biosynthèse 
mais n'est pas incorporé dans l'acide gras, Chez les mammifères, la 
synthèse des acides gras a lieu sur une seule protéine douée des six 
activités requises qui sont portées par des modules séparés fonc- 
tionnant avec l’aide de l'ACP. Des systèmes semblables, mais plus 
élaborés, servent à la synthèse des polycétides, L'acétyl-CoA est 
transféré des mitochondries au cytosol sous forme de citrate par le 
transporteur des tricarboxylates, puis le citrate est clivé pour donner 
l'acétyl-CoA et l'oxaloacétate. Ce dernier est transformé en malate, 
puis en pyruvate pour retourner à la mitochondrie, selon un proces- 
sus qui forme aussi un peu de NADPH nécessaire à la biosynthèse. 
Le palmitate est le produit principal de la biosynthèse des acides 
gras chez les animaux. Les acides gras plus longs et insaturés sont 
formés à partir de palmitate par des réactions d'élongation et de 
désaturation. Les triacylglycérols sont formés à partir d'esters d'acyl- 
CoA et de glycérol-3-phosphate. 

5 B Régulation du métabolisme des acides gras Le métabo- 
lisme des acides gras est régulé par contrôle allostérique de la tri- 
acylglycérol lipase hormono-sensible et de l'acétyl-CoA carboxylase, 
par phosphorylation/déphosphorylation, et/ou par variations des 
vitesses de synthèse et de dégradation de certaines enzymes du méta- 
bolisme lipidique. Cette régulation est sous la dépendance des hor- 
mones glucagon, adrénaline et noradrénaline, qui stimulent la dégra- 
dation, et par l'insuline qui stimule la biosynthèse, Ces hormones 
interagissent pour contrôler le taux d'AMPc, qui, à son tour, contrôle 
les rapports de phosphorylation/déphosphorylation via la PKA. 
L'AMPXK, qui est sensibles au niveau en ATP, est également un régu- 
lateur important du métabolisme des acides gras. 

6 M Métabolisme du cholestérol Le cholestérol est un consti- 
tuant vital des membranes cellulaires et est le précurseur des hor- 
mones stéroïdes et des sels biliaires. Sa biosynthèse, son transport et 
son utilisation sont étroitement contrôlés. Le cholestérol est synthé- 
tisé dans le foie à partir d'acétme selon une voie qui implique la 
formation d'HMG-CoA à partir de trois molécules d'acétate, suivie 
de réduction, phosphorylation, décarboxylation et déshydratation 
pour donner les unités isoprène isopentényl pyrophosphate et dimé- 
thylallyl pyrophosphate, Quatre de ces unités isoprène se condensent, 
par des mécanismes cationiques, pour donner du squalène, qui, à son 
tour, se cyclise au cours d’une cascade cationique pour former du 
lanostérol, le stérol précurseur du cholestérol. Le site de contrôle 
principal de la voie est l'HMG-CoA réductase, Cette enzyme est 
régulée par des mécanismes de compétition et allostériques, par 
phosphorylation/déphosphorylation, et, plus important, par contrôle à 
long terme des vitesse de synthèse et de dégradation de l’enzyme. 
La régulation à long terme est assurée par la protéine membranaire 
intrinsèque SREBP qui, lorsque le niveau de cholestérol est bas, est 
escortée par la SCAP vers l'appareil de Golgi. Elle y est clivée 
séquentiellement par les protéases SIP et S2P, ce qui libère son 
domaine soluble bHLH/Zip. Celui-ci migre dans le noyau où il induit 
la transcription de gènes à SRE, comme ceux qui codent l'HMG- 
CoA réductase et le récepteur de LDL. Le foie sécrète du cholesté- 
rol dans le courant sanguin sous forme estérifiée qui fait partie des 
VLDL. Ce complexe est successivement transformé en IDL et en 
LDL. Les LDL qui entrent dans les cellules par endocytose à récep- 
teur, transportent la plus grande partie du cholestérol aux tissus péri- 
phériques où il est utilisé. Le cholestérol en excès retourne au foie 
depuis les tissus périphériques, via les HDL. L'entrée de cholestérol 
dans les cellules est contrôlée par trois mécanismes : (1) régulation 


à long et à court terme de l'HMG-CoA réductase ; (2) contrôle de 
la synthèse des récepteurs de LDL par la concentration en cholesté- 
rol; et (3) régulation à long et à court terme de l'acyl-CoA :choles- 
térol acyl transférase (ACAT), qui assure l'estérification du choles- 
térol. Le cholestérol est le précurseur des hormones stéroïdes, qui 
sont classées en progestines, glucocorticoïdes, minéralocorticoïdes, 
androgènes et æstrogènes. La voie la plus importante, quantitative- 
ment, d’excrétion de cholestérol, est la formation de sels biliaires. 

7 M Métabolisme des eicosanoïdes : prostaglandines, prostacy- 
clines, thromboxanes, leucotriènes et lipoxines. Les prostaglandines, 
prostacyclines, thromboxanes, leucotriènes et lipoxines sont des eico- 
sanoïdes produits principalement par métabolisme de l'arachidonate. 
Ces composés très instables ont des effets physiologiques importants 
à très faibles concentrations. Ils sont impliqués dans les réponses 
inflammatoires, la production de douleur et de fièvre, la régulation de 
la pression artérielle et beaucoup d'autres processus physiologiques. 
L'arachidonate est synthétisé à partir d'acide linoléique, un acide gras 
essentiel, et mis en réserve dans les phosphatidylinositols et d'autres 
phospholipides. Les prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes 
sont synthétisés par la « voie cyclique », alors que les leucotriènes et 
les lipoxines sont synthétisés par la « voie linéaire ». L'aspirine et 
d'autres agents anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) inhibent la 
voie cyclique mais pas la voie linéaire. Les inhibiteurs de la COX-2 
sont des AINS qui se fixent à COX-2 mais pas à COX-1, ce qui réduit 
des effets secondaires d'autres AINS, mais non sans provoquer 
d'autres complications (N.d.T). Les peptidoleucotriènes ont été identi- 
fiés comme les substances à réaction lente de l'anaphylaxie (SRS-A) 
libérée des poumons sensibilisés après une stimulation immunolo- 
gique. Les lipoxines et les épi-lipoxines induites par l'aspirine ont des 
propriétés anti-inflammatoires. 
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8 @ Métabolisme des phospholipides et des glycolipides Les 
lipides complexes ont un ester phosphate ou un glucide comme grou- 
pement polaire de tête et soit un 1,2-diacyl-sn-glycérol soit un céra- 
mide (V-acylsphingosine) comme queue hydrophobe. Les phospho- 
lipides sont soit des glycérophospholipides soit des sphingo- 
phospholipides, alors que les glycolipides sont soit des glycérogly- 
colipides ou des sphingoglycolipides. Les groupements polaires de 
tête des glycérophospholipides, qui sont des esters phosphate de 
l'éthanolamine, de la sérine, de la choline, de l'inositol ou du gly- 
cérol sont unis au groupement C3—OH du 1,2-diacyl-sn-glycérol 
grâce à des réactions catalysées par des transférases à CTP. Les 
acides gras à longue chaîne spécifique que l’on trouve en position 
CI et C2 sont incorporés par des «réaction de redistribution » après 
l'addition du groupement polaire de tête. Les plasmalogènes et les 
alkylacylglycérophospholipides contiennent respectivement un grou- 
pement alkyle à longue chaîne lié par une liaison éther-vinyl ou une 
liaison éther au groupement C1—OH du glycérol. Le facteur acti- 
vateur des plaquettes (PAF) est un plasmalogène important. Le 
sphingophospholipide principal est la sphingomyéline (W-acylsphin- 
gosine phosphocholine), un lipide structural important des mem- 
branes des cellules nerveuses. La plupart des sphingolipides ont des 
têtes polaires composées d'unités glucidiques et sont donc appelés 
sphingoglycolipides. Les principales catégories de sphingoglycoli- 
pides sont les cérébrosides, les sulfatides, les globosides et les gan- 
gliosides. Leurs unités glucidiques, qui sont liées au groupement 
C1—OH de la N-acylsphingosine par des liaisons glycosidiques, sont 
formées par additions successives d'unités monosaccharidiques acti- 
vées. Plusieurs maladies de stockage de sphingolipides, dont la mala- 
die de Tay-Sachs, sont dues à des déficiences d'enzymes qui dégra- 
dent les sphingoglycolipides. 
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PROBLÈMES 


1. Les venins de plusieurs serpents venimeux, dont le serpent à son- 
nettes, contiennent une phospholipase À, causant des dégâts tissulaires qui 
semblent hors de proportion avec la petite quantité d'enzyme injectée. 
Expliquer. 

2. Pourquoi les victimes de la maladie des «vomissements de la 
Jamaïque » sont-elles généralement dépourvues de glycogène ? 

3, Comparez les rendements métaboliques, en moles d'ATP produit 
par gramme, de tripalmitoylglycérol complètement oxydé, par rapport à 
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anhydre et que le glycogène est mis en réserve avec deux fois son poids en 
eau. 

4, La méthylmalonyl-CoA mutase est incubée avec du méthylmalo- 
nyl-CoA deutéré. Le coenzyme B,, extrait de cette mutase contient du deu- 
térium dans son groupement méthylène en 5’. Expliquez le transfert de 
l'isotope du substrat au coenzyme, 

5. Quel est le coût énergétique, en unités d'ATP, de la transformation 


d'acétoacétyl-CoA en acétoacétate suivie de la resynthèse d'acétoacétyl- 
C'nA 
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6. Un animal à jeun est nourri avec de l'acide palmitique ayant du C 
dans son groupement carboxylate. (a) Après un temps suffisant pour per- 
mettre la dégradation puis la resynthèse de l'acide gras, quelle serait la dis- 
tibution de l'isotope dans les résidus d'acide palmitique de l'animal ? (b) 
Le glycogène du foie de l'animal devient marqué par le ŸC bien qu'il n'y 
ait pas d'augmentation nette de cette substance. Indiquez la séquence des 
réactions expliquant pourquoi le glycogène devient marqué. Pourquoi n'y 
at-il pas de synthèse nette de glycogène ? 

7. Combien y a-t-il d'ATP formé après l'oxydation complète d'une 
molécule de (a) acide @-linolénique (acide 9,12,15-octadécatriénoïque 
18:3n-3)}, et (b) acide margarique (acide heptadécanoïque, 17 :0)? Quel 
est celui qui a la plus grande quantité d'énergie biologique disponible rap- 
portée à un carbone ? 

*8. Le rôle du coenzyme B,; dans le transfert d'hydrogène a été éta- 
bli en utilisant l'enzyme bactérienne à coenzyme B,, dioldéshydratase, 
qui catalyse la réaction : 


CH; s— CH CH— Re "ni 
OH H da 


1,2-Propanediol E H,0 


CHy— CHy— CH 
Propionaldehyde 


L'enzyme transforme le [1-*H,]1,2-propanediol en [1,2-*H]propional- 
déhyde avec incorporation de tritium dans les deux positions en CS" du 
résidu 5'-désoxyadénosyl de la S'-désoxyadénosylcobalamine. Proposez 
un mécanisme pour cette réaction. Quels seraient les produits de la réac- 
tion de la dioldéshydratase si l'enzyme était mise en présence de [5’-#H]- 
désoxyadénosylcobalamine et de 1,2-propanediol non marqué ? 

9. Quel est le coût énergétique, en équivalents ATP, pour dégrader 
l'acide palmitique en acétyl-CoA et le resynthétiser ensuite ? 

10, Quel est le coût énergétique, en équivalents ATP, de la synthèse du 
cholestérol à partir d'acétyl-CoA ? 

11. Quelle serait la distribution du marquage de C dans le cholesté- 
rol s'il était synthétisé à partir d'HMG-CoA marqué par “C (a) en CS, 
l'atome de carbone de son groupement carboxylate ou (b) en C1, l'atome 
de carbone du thioester ? 


*12. Un enfant souffrant de douleurs abdominales aiguës est admis à 
l'hôpital plusieurs heures après avoir mangé un repas consistant de ham- 
burgers, de pommes de terre frites et de crème glacée. Son sang a l'appa- 
rence d'une «soupe de tomate crémeuse » et les analyses montrent qu'il 
contient de grandes quantités de chylomicrons. En tant que médecin assis- 
tant, quel est votre diagnostic (la cause des douleurs abdominales n'est pas 
évidente) ? Quel traitement prescririez-vous pour diminuer les symptômes 
de cette maladie héréditaire ? 

13. Bien que l'acide linoléique soit un acide gras essentiel pour les 
animaux, il n’est pas nécessaire aux cellules animales en culture de tissu. 
Expliquez pourquoi. 

14. L'inactivation de la fonction peroxydase de la prostaglandine H 
synthase (PGHS) inactive également sa fonction cyclo-oxygénase, mais 
pas l'inverse, Expliquez. 
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Les a-aminoacides, en plus de leur rôle comme unités monomé- 
riques des protéines, sont des métabolites énergétiques et des pré- 
curseurs de nombreux composés azotés importants, en particulier 
l'hème., les amines phvysiologiquement actives, le elutathion. les 


Métabolisme 
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nucléotides et les coenzymes nucléotidiques. On classe les acides 
aminés en deux groupes : acides aminés essentiels et acides ami- 
nés non essentiels. Les mammifères synthétisent les acides ami- 
nés non essentiels à partir de précurseurs métaboliques mais doi- 
vent trouver les acides aminés essentiels dans leurs aliments. Les 
acides aminés alimentaires en excès ne sont ni mis en réserve, ni 
excrétés. Ils sont transformés en intermédiaires métaboliques 
comme le pyruvate, l'oxaloacétate et l'a-cétoglutarate. Par consé- 
quent, les acide aminés sont aussi les précurseurs du glucose, des 
acides gras et des corps cétoniques et sont donc des carburants 
métaboliques. 

Dans ce chapitre, nous étudierons les voies de dégradation, de 
synthèse et d'utilisation des acides aminés. Nous commencerons 
par l'étude des trois possibilités de dégradation classiques des 
acides aminés : 

1. La désamination (départ du groupement aminé), où le 
groupement aminé donne de l’ammoniac ou forme le groupement 
aminé de l’aspartate. 

2. L'incorporation des atomes d'azote de l'ammoniac et de 
l'aspartate dans l'urée, qui sera excrétée. 

3. La transformation des squelettes carbonés des acides ami- 
nés (les acides &-cétoniques formés par désamination) en intermé- 
diaires métaboliques. 


Beaucoup de ces réactions sont semblables à celles déjà rencon- 
trées dans d'autres voies. D'autres utilisent des cofacteurs que 
nous n'avons pas encore vus. L'un de nos objectifs dans cette étude 
du métabolisme des acides aminés est de comprendre les méca- 
nismes d'action de ces cofacteurs. 

Après avoir étudié le catabolisme des acides aminés, nous pas- 
serons en revue les voies par lesquelles les acides aminés sont uti- 
lisés pour la synthèse de l’hème, des amines physiologiquement 
actives et du glutathion (les synthèses des nucléotides et des coen- 
zymes nucléotidiques font l'objet du Chapitre 28). Nous étudie- 
rons ensuite les voies de biosynthèse des acides aminés et nous ter- 
minerons par l'étude de la fixation de l'azote, processus qui 
transforme l'azote atmosphérique en ammoniac et qui est donc la 
source biologique ultime d'azote métaboliquement utile. 


1 M DÉSAMINATION DES ACIDES AMINÉS 


La dégradation d'un acide aminé commence presque toujours par 
le départ de son groupement @-aminé, ce qui conduit à l'excrétion 
de l'azote en excès et à la dégradation du squelette carboné res- 
tant ou sa transformation en elucose. L'urée. le principal produit 
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d'excrétion azoté chez les mammifères terrestres, est synthétisée à 
partir d'ammoniac et d'aspartate, Ces deux dernières substances 
proviennent surtout du glutamate, produit de la plupart des réac- 
tions de désamination. Dans cette section nous étudierons les voies 
qui permettent aux groupements G-aminés d'être incorporés dans 
le glutamate puis dans l’aspartate et dans l'ammoniac. Dans la 
Section 26-2, nous étudierons la biosynthèse de l'urée à partir de 
ces précurseurs. 

La plupart des acides aminés sont désaminés par transami- 
nation, le transfert de leur groupement aminé à un acide c-céto- 
nique pour donner l'acide &-cétonique correspondant à l'acide 
aminé de départ et un nouvel acide aminé, lors de réactions cata- 
lysées par des aminotransférases (ou transaminases). C'est 
l'a-cétoglutarate l'accepteur de groupement aminé le plus fré- 
quent, ce qui conduit à la formation de glutamate comme nouvel 
acide aminé : 


Acide aminé + &-cétoglutarate —= 
acide c-cétonique + glutamate 


À son tour, le groupement aminé du glutamate est transféré à 
l'oxaloacétate lors d'une deuxième réaction de transamination, 


pour donner de l'aspartate : 
Glutamate + oxaloacétate =—= a-cétoglutarate + aspartate 


Bien sûr, une transamination ne se traduit pas par une désami- 
nation nette. La désamination est essentiellement assurée par la 
désamination oxydative du glutamate par la glutamate déshydro- 
génase (GDH), avec formation d'ammoniac. La réaction nécessite 
du NAD* ou du NADP* comme agent oxydant, et régénère 
l'a-cétoglutarate qui pourra être utilisé dans d’autres réactions de 
transamination : 


Glutamate + NAD(P)* + H,0 =——= 
a-cétoglutarate + NH*, + NAD(P)H 


Les mécanismes des réactions de transamination et de désamina- 
tion oxydative sont étudiés dans cette section. Nous verrons égale- 
ment d'autres possibilités de départ du groupement aminé d'acides 
aminés particuliers. 


A. Transamination 


a. Les réactions des aminotransférases se font en deux 
étapes : 


1. Le groupement aminé d'un acide aminé est transféré sur 
l'enzyme, ce qui donne l'acide a-cétonique correspondant et l'en- 
zyme aminé : 


Acide aminé + enzyme —= 
acide œ-cétonique + enzyme—NH, 


2. Le groupement aminé est transféré à l'acide cétonique 
accepteur (p. ex. l'o-cétoglutarate), ce qui donne le produit acide 
aminé (p. ex. le glutamate) et régénère l’enzyme : 


a-Cétoglutarate + enzyme—NH, =—= enzyme + glutamate 


Pour accepter le groupement aminé, les aminotransférases uti- 
lisent un coenzyme à groupement aldéhyde, le pyridoxal-5'-phos- 
phate (PLP), un dérivé de la pyridoxine (la vitamine B,; 
Fig. 26-Ia,b), En se fixant sur le PLP, le groupement aminé trans- 
forme celui-ci en pyridoxamine-5'-phosphate (PMP ; Fig. 26- 
lc). Le PLP est lié à l’enzyme par covalence via une base de Schiff 
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FIGURE 26-4 Désamination oxydative du glutamate par La glutamate 
déshydrogénase. Cette réaction implique la formation intermédiaire de 
l'œ-iminoglutarate. 


synthétase (Section 26-SA). L'ammoniac est libéré, pour la syn- 
thèse d’urée dans les mitochondries du foie ou pour l'excrétion par 
les reins, sous l’action de la glutaminase (Section 26-3D). 


B. Désamination oxydative : la glutamate 
déshydrogénase 


Le glutamate est désaminé oxydativement dans les mitochondries 
par la glutamate déshydrogénase (GDH), la seule enzyme connue 
qui, du moins chez certaines espèces, peut utiliser aussi bien le 
NAD* que le NADP* comme coenzyme rédox. On pense que 
l'oxydation fait intervenir le transfert d'un ion hydrure du C,, du 
glutamate sur le NAD(P)*, formant ainsi l'œ-iminoglutarate qui est 
hydrolysé en &-cétoglutarate et en ammoniac (Fig. 26-4). La GDH 
est inhibée par le GTP et le NADH, et elle est activée par l'ADP, 
la leucine et le NAD* in vitro (effets allostériques), ce qui suggère 
que ces effecteurs régulent l’enzyme in vivo. 


a. Les structures par rayons X de la GDH révèlent son 

mécanisme allostérique 

Les structures par rayons X de la GDH homohexamérique de 
mitochondries de foie humain et de foie bovin, déterminées par 
Thomas Smith, montrent que chaque monomère possède trois 
domaines, un pour le substrat, un pour le coenzyme, et un 
domaine antennaire. La protéine, de symétrie D;,, peut être 
considérée comme un dimère de trimères, les domaines anten- 
naires de trimère s'enroulant l'un autour de l'autre dans 
l'axe d'ordre 3 (Fig. 26-5a). On a comparé les structures d’un 
monomère (501 résidus) du complexe GDH-glutamate- 
NADH-GTP bovin (Fig. 26-5b) et de l’apoenzyme humain, 
identique à 96% (sans ligands régulateurs ou fixés au site actif 
(Fig. 26-5c). On constate que, moyennant la fixation de ces 
ligands, le domaine de liaison du coenzyme tourne autour de 
l'hélice dite « pivot ». ce qui referme le sillon entre les domaines 
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du coenzyme et du substrat. Simultanément, le domaine anten- 
naire subit une rotation qui entraîne le déroulement d’un tour de 
l'hélice antennaire connectée à l’hélice pivot. Bien que la forme 
fermée soit requise pour la catalyse, la forme ouverte favorise 
l'association et la dissociation des substrats et des produits. A 
l'état ouvert, Arg 463 (numérotation humaine) au centre de l'hé- 
lice pivot interagit avec l’activateur ADP (dont le site de liaison 
dans le complexe bovin est occupé par la partie ADP d'un 
NADH ; Fig. 26-5b), alors qu'à l'état fermé la chaîne latérale de 
His 454 est fixée par liaison hydrogène au y-phosphate de l'in- 
hibiteur GTP. Le site de liaison du GTP se déforme et se bloque 
à l'état ouvent, de sorte que la liaison du GTP favorise la forme 
fermée de l'enzyme. Ceci entraîne la liaison étroite des substrats 
et produits et donc l’inhibition de l'enzyme. La liaison de l'ADP 
favorise la forme ouverte, ce qui permet la dissociation des pro- 
duits et active ainsi l’enzyme. Il semble que les interactions 
allostériques communiquent entre les sous-unités via des inter- 
actions des domaines antennaires. De fait, les GDH bactériennes, 
où les régulations allostériques font défaut, diffèrent des GDH 
de mammifère essentiellement par l'absence de domaines anten- 
naires. 


b. L’hyperinsulinisme/hyperammoniémie (HI/HA) est due 

à la perte du contrôle de l’activité GDH 

Charles Stanley a publié une nouvelle forme d'hyperinsuli- 
nisme congénital caractérisée par de l’hypoglycémie et de l'hy- 
perammoniémie (HI/HA) et montré qu'elle est due à des muta- 
tions de la GDH à l'extrémité N-terminale de son hélice pivot dans 
le site de liaison du GTP, ou dans le domaine antennaire près de sa 
jonction avec l’hélice pivot. Les enzymes mutantes sont moins 
sensibles à l'inhibition par le GTP, mais sont encore activables par 
l'ADP. Les mutants suivants de la GDH, S448P, H454Y et R463A, 
ont été respectivement produits pour affecter la région antennaire, 
le site de liaison du GTP, et le site de liaison de l'ADP 
(Fig. 26-5b), Tous ces mutants sont moins sensibles à l'inhibition 
par le GTP (Fig. 26-6), les mutations H454Y et S448P, connues 
pour être associées à l'HI/HA, causant la résistance la plus forte à 
cette inhibition. L'hypoglycémie et l'hyperammoniémie des 
patients HI/HA résulte de l’activité accrue des formes mutantes de 
la GDH dans la direction de la dégradation, avec production aug- 
mentée d'œ-cétoglutarate et de NH. L'augmentation des niveaux 
d'a-cétoglutarate stimule le cycle de l'acide citrique et les phos- 
phorylations oxydatives, ce qui est connu pour augmenter la sécré- 
tion d'insuline et donc l’hypoglycémie, d'où la symptomatologie. 
Le NH, produit est d'habitude transformé en urée (Section 26-2), 
mais il peut aussi passer dans le sang. 

Si cette interprétation de l’étiologie de l'HI/HA est correcte, il 
faut revoir le rôle de la GDH dans l’homéostasie de l’ammoniac. 
L'état d'équilibre de la réaction de la GDH est très en faveur de la 
formation de glutamate (AG°* = 30 kJ:mol°! pour la réaction 
écrite comme dans la Fig. 26-4), mais des mesures des concentra- 
tions intracellulaires des produits et substrats suggéraient néan- 
moins que la réaction enzymatique est proche de l'équilibre 
(AG = 0) in vivo. Il était donc généralement admis qu'une aug- 
mentation de la concentration en NH,, qui est toxique à haute dose, 
inverserait la réaction de la GDH afin de prévenir cette toxicité. 
Cette idée est remise en question par le fait que les patients HI/HA 
ont trop de NH. maleré l'augmentation d'activité de leur GDH. Si 


la réaction de la GDH était proche de l'équilibre, des modifications 
de son activité suite à des interactions allostériques ne produiraient 
pas de changements de flux significatifs. 


C. Autres mécanismes de désamination 


Deux aminoacide oxydases non spécifiques, la L-aminoacide oxy- 
dase et la D-aminoacide oxydase, catalysent l'oxydation des L- et 
des D-aminoacides, en utilisant le FAD comme coenzyme rédox 
[plutôt que le NAD(P)‘]. Le FADH, formé est réoxydé par O,. 


Acide aminé + FAD + H,0 — 
acide &-cétonique + NH, + FADH, 


FADH, + O, — FAD + H,0, 


On trouve essentiellement la D-aminoacide oxydase dans le rein. 
Son rôle est énigmatique puisque les D-aminoacides ne se trou- 
vent pratiquement que dans les parois des bactéries (Section 11- 
3B). Quelques acides aminés, comme la sérine et l'histidine, sont 
désaminés par un processus non oxydatif (Sections 26-3B et 
26-3D). 


2 MB LE CYCLE DE L'URÉE 


Les organismes excrètent l'azote en excès qui résulte de la dégra- 
dation des acides aminés selon l’une des trois voies possibles, De 
nombreux animaux aquatiques excrètent simplement de l'ammo- 
niac. Cependant, quand l'eau est moins abondante, des méca- 
nismes permettent de transformer l'ammoniac en produits de 
dégradation moins toxiques qui nécessitent donc moins d'eau pour 
être excrétés. L'un de ces produits est l'urée, excrétée par la plu- 
part des vertébrés terrestres ; un autre produit est l'acide urique, 
excrété par les oiseaux et les reptiles terrestres : 


H 
Il HN N 
NH, H,N—C—NH, JL | >=0 
[6] N N 
H 
Ammoniac Urée Acide urique 


Ainsi, les organismes sont soit ammoniotéliques (excrétion d'am- 
moniac), soit uréotéliques (excrétion durée), soit uricotéliques 
(excrétion d'acide urique). Certains animaux peuvent passer de 
l'ammoniotélisme à l'uréotélisme ou à l’uricotélisme si leur appro- 
visionnement en eau diminue, Nous allons nous intéresser mainte- 
nant à la formation de l'urée. La synthèse de l'acide urique est étu- 
diée dans la Section 28-4A. 

L'urée est synthétisée dans le foie par les enzymes du cycle de 
l’urée. L'urée passe ensuite dans le sang pour être concentrée dans 
les reins et excrétée dans l'urine. Le cycle de l’urée a été élucidé 
dans ses grandes lignes en 1932 par Hans Krebs et Kurt Henseleit 
(premier cycle métabolique connu ; Krebs n’élucida le cycle des 
acides tricarboxyliques qu'en 1937). Ses différentes réactions 
furent décrites plus tard en détail par Sarah Ratner et Philip Cohen. 
La réaction elohale du cycle est 
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Aspartate 


HN —C— NH, + "00C—CH=CH—CO00" 
Urée Fumarate 


Ainsi, les deux atomes d'azote de l'urée sont apportés par l’am- 
moniac et l'aspartate, alors que l'atome de carbone provient de 
HCO:,. Le cycle de l'urée comprend cinq réactions enzymatiques, 
dont deux mitochondriales et trois cytosoliques (Fig. 26-7), Dans 
cette section, nous étudierons le mécanisme de ces réactions et leur 
régulation. 


A. La carbamyl phosphate synthétase : acquisition 
du premier atome d'azote de l’urée 


La carbamyl phosphate synthétase (CPS) ne fait pas partie, à 
strictement parler, du cycle de l’urée. Elle catalyse la condensation 
et l'activation de NH, et de HCO; pour donner le carbamyl phos- 
phate, premier substrat azoté du cycle, avec hydrolyse concomi- 
tante de deux ATP. Les eucaryotes ont deux CPS différentes : 


1. La CPS I mitochondriale, dont la source d'azote est l'am- 
moniac et qui participe à la synthèse de l'urée. 

2. La CPS IT cytosolique dont la source d'azote est la gluta- 
mine et qui est impliquée dans la synthèse du noyau pyrimidique 
(Section 28-2A). 


La réaction catalysée par la CPS I fait intervenir trois étapes 
(Fig. 26-8): 


L. Activation de HCO; par l’ATP pour former du carboxy- 
phosphate et de l'ADP. 

2. Attaque par l'ammoniac du carboxyphosphate, déplaçant le 
phosphate pour former du carbamate et du P. 


3. Phosphorylation du carbamate par le deuxième ATP pour 
donner le carbamyl phosphate et de l’'ADP. 


La réaction est pratiquement irréversible et constitue la réac- 
tion à vitesse limitante du cycle de l’urée. La CPS I est activée 
allostériquement par le N-acétylglutamate comme nous le verrons 
dans la Section 26-2F. 

E. coli ne contient qu'un type de CPS, qui est homologue aux 
CPS I'et IL. L'enzyme est un hétérodimère, mais lorsqu'elle est 
activée allostériquement par l'ornithine (un intermédiaire du cycle 
de l’urée), elle forme un tétramère d'hétérodimères, (af),. La 
fonction de sa petite sous-unité (382 résidus) est d'hydrolyser la 
glutamine et de fournir le produit NH, à la grosse sous-unité (1073 
résidus). Cependant, si l’activité glutaminase (glutamine amido- 
transférase) de l'enzyme est éliminée (p. ex. par mutagenèse diri- 
gée), la grosse sous-unité peut toujours produire du carbamyl 
phosphate si du NH, est fourni à concentration suffisante. La 
crosse sous-unité est constituée de deux moitiés quasi superno- 
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FIGURE 26-18 Voie de dégradation de la méthionine conduisant à la 
formation de cystéine et de succinyl-CoA. Les enzymes impliquées 
dans la voie sont (1) la méthionine adénosyltransférase qui conduit à ka 
formation de l'agent méthylant biologique S-adénosylméthionine (SAM), 
(2) la méthyltransférase, (3) l'adénosylhomocystéinase, (4) la méthionine 
synthase (enzyme à coenzyme B,;), (8) la cystathionine B-synthase 
(enzyme à PLP), (6) la cystathionine Y-lyase (enzyme à PLP), (7) l'acide 


cofacteur flavinique essentiel. Des dérivés du folate qui se fixent à 
l'enzyme diminuent cette vitesse de dissociation et la perte de fla- 
vine, et augmentent ainsi l'activité globale de l'enzyme mutante, 
ce qui fait baisser la concentration d 

La structure par rayons X de la MTHEFR d'E. coli (identique à 
AN CL au Anmaîina ratalutinrs da la AMTLIED hismmaîina) détosminés 


a-cétonique déshydrogénase, (8) La propionyl-CoA carboxylase, (9) la 
méthylmalonyl-CoA racémase et (10) la méthylmalonyl-CoA mutase 
(enzyme à coenzyme B,,; les Réactions &-10 sont étudiées dans la Sec- 
tion 25-2E), (11) le système de clivage de la glycine (Fig. 26-12 et 
26-14) ou sérine hydroxyméthyltransférase (Fig. 26-12), (12) la V', 
N'0-méthylène-tétrahydrofolate réductase (enzyme FAD-dépendante à 
coenzyme B,,: Fig. 26-19 et 26-49). 


par Rowena Matthews et Martha Ludwig, montre que cette 
enzyme de 296 résidus forme un tonneau &/B. Le cofacteur FAD 
se lie aux extrémités C-terminales des segments B3, B4 et B5 du 
tonneau et le long de l'hélice &5 (Fig. 26-19). Ala 117, qui cor- 
respond à Ala 222 dans l'enzyme de mammifère, n’interagit pas 


hienrinmant euar Le DAT Au oîtn enttif Ulls nanunes en «anmtraîins 20e 


1004 Chapitre 26. Métabolisme des acides aminés 


Bi AE | 
CH CH CO0" (A) Isoleucine: R, = CHy—, R; = CHy—CHy— 
R/ (B) Valine _: R, = CHy—, R = CHy— 
a-Cétoglutarate (C) Leucine : R;=H— ,R; =(CHyhy CH— 
Glutamate 
R; " (A) a-Céto-f-méthylvalérate 
\ (B) a-Céto-isovalérate 
à C—CO0  (c) Acide a-cétoisocaproique 
NAD*, CoASH . 
NADH, CO, (A) a-Méthylbutyryl-CoA 
R, (B) Isobutyryl-CoA 
PR. (C) Isovaléryl-CoA 
api C— SCoA 
R; 
FAD : 
FADH; (B) (C) 


FIGURE 26-21 Dégradation des acides aminés ramifiés (A) isoleucine, (B) valine, et (C) leucine. Les 
trois premières réactions de chaque voie utilisent les mêmes enzymes (1) l'aminotransférase des aminoa- 
cides ramifiés, (2) la déshydrogénase des acides &-cétoniques ramifiés (BCKDH), et (3) l'acyl-CoA déshy- 
drogénase. La dégradation de l'isoleucine se poursuit (à gauche) par (4) l'énoyl-CoA hydratase, (5) la 
B-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase, et (6) l'acétyl-CoA acétyltransférase pour donner de l'acétyl-CoA et 
du propionyl-CoA, précurseur du succinyl-CoA. La dégradation de la valine (au centre) se poursuit par 
(7) l'énoyl-CoA hydratase, (8) la B-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, (9) la B-hydroxyisobutyrate déshy- 
drogénase, et (10) la méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase pour donner aussi du propionyi- 
CoA. a déarhiion dù 1 Macias (à Son cnions ne (LE LE mAMialGer Ou ones 
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F. La leucine et la lysine sont dégradées en 
acétoacétate et/ou acétyl-CoA 


La leucine est oxydée par combinaison entre des réactions de la B 
oxydation et de la synthèse des corps cétoniques (Fig. 26-21, à 
droite). Les premières réactions de déshydrogénation et d'hydrata- 
tion sont séparées par (11) une réaction de carboxylation catalysée 
par une enzyme à biotine. La réaction d'hydratation (12) donne le 
B-hydroxy-B-méthylglutaryi-CoA (HMG-CoA), qui est clivé 
par l'HMG-CoA lyase pour former de l'acétyl-CoA et le corps 


cétonique acétoacétate (13) (qui, à son tour, peut être transformé 
en deux acétyl-CoA ; Section 25-3). 

Bien qu'il existe plusieurs voies de dégradation de la lysine, 
celle qui passe par la formation de l'adduit &-cétoglutarate-lysine 
saccharopine est la voie prépondérante dans le foie des mammi- 
fères (Fig. 26-23). Cette voie est intéressante car nous avons déjà 
rencontré 7 de ses 11 réactions dans d’autres voies. La Réaction 4 
est une transamination PLP-dépendante. La Réaction 5 est une 
décarboxylation oxydative d’un acide @&-cétonique par un com- 
plexe multienzymatique identique à ceux de la pyruvate déshydro- 
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FIGURE 26-23 Voie de dégra- 
dation de la lysine dans le foie 
de mammifère. Les enzymes 
impliquées sont (1) la saccharo- 
pine déshydrogénase (NADP*, 
donnant de la lysine), (2) la sac- 


Glutaconyl-CoA 


pate aminotransférase (enzyme à 
PLP), (5) l'acide a-cétonique 
déshydrogénase, (6) la glutaryl- 
CoA déshydrogénase, (7) la 
décarboxylase, (8) l'énoyl-CoA 
hydratase, (9) la B-hydroxyacyl- 
CoA déshydrogénase, 

(10) l'HMG-CoaA synthase et 
(11) l'HMG-CoA lyase. Les 


| 

| 
génase et de l’a-cétoglutarate déshydrogénase (Sections 21-2A et 
21-3D). Les Réactions 6, 8 et 9 sont des réactions standard de 
l'oxydation des acyl-CoA : déshydrogénation par le FAD, hydrata- 
tion, et déshydrogénation par le NAD*. Les Réactions 10 et 11 sont 


des standard de la formation des corps cétoniques. Deux 
L de CO, sont formées dans les Réactions 5 et 7 de la 


voie. 

On pense que la voie de la saccharopine prédomine chez les 
mammifères car une déficience héréditaire de l’enzyme qui cata- 
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Le squelette carboné de la leucine est, comme nous l'avons vu, 
transformé en une molécule d'acétoacétate et une molécule d'acé- 
tyl-CoA, alors que celui de la lysine donne une molécule d'acé- 
toacétate et deux molécules de CO,. Puisque ni l'acétoacétate ni 
l'acétyl-CoA ne peuvent être transformés en glucose chez les ani- 
maux, la leucine et la lysine sont des acides aminés purement céto- 
gènes. 


G. Le tryptophane est dégradé en alanine et 
acétoacétate 


La complexité de la voie de dégradation principale du trypto- 
phane (Fig. 26-24) empêche l'étude détaillée de toutes ses réac- 
tions. Cependant, une réaction de la voie est particulièrement 


' 
| Massicil 
NHŸ 


0 
H,0  HCOO7 ] 


L. ." 


Kynurénine 
O;+ NADPH 


NH$ 


H,0 + NADP+ 


QT Der = C007 


coo” 


NH; 
PT 


+ 


H,0 co, 
coo t 2 | C007 e) “fi 
spontanée O=CH O=CH 
Co ns 000" ‘MHa 
2-Amino-3-carboxymuconate- 2-Aminomuconate- 
6-semialdéhyde 6-semialdéhyde 
NAD+ 
7 
re NADH 3 
NAD(P)* NAD(PH H,0 2 
| 
xsuxmue ox | Loe/ 4) se |. 
os ce a-Cétondipate 2-Aminomuconate 


26-24 Voie de dégradation du tryptophane. Les enzymes 
sont (1) la tryptophane-2,3-dioxygénase, (2) la formamidase, 
Ke-3-mono-oxygénare, (4) la kynuréninase (PLP-dépen- 


déhyde déshydrogénase, (8) une hydratase, (9) une déshydrogénase, et 
(10-16) les enzymes des Réactions 5 à 11 de la dégradation de la lysine 
(Fig. 26-23). Le 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdéhyde, en plus 


1008 Chapitre 26. Métabolisme des acides aminés 


K—E— NH 
I ® 
0 H CH 0 H 
LS CH C CO0" oH C— CHy-C— C007 
@) Nu: + Te NH 
+ 
Se NHy N CH; NH, CH 
oH H OH 
3-Hydroxykynurénine Base de Schiff PLP-enzyme | So 0H 
+ 
N CH; 
H 
H* D 
en ; —E— NH; 
Ÿ EN gc=c—co0- Ti dd Bu 
= | ë 
C=0 ne à € CH -ç— CO0 C— CHi—C—CO0" 
VO & QI es JOIE 
NH; OH NH; CH NH, CH 
oH | | OH OH OH 
OH 
Acyl-enzryme 
NC, | | | | 
CH CH 
H30 — ÿ H à ù : 
6 H* 
il 
<i — NH H,c Cc—c007 HC—C—CO00" 
. +NH +NH X—E-—NH 
2 [ fl | 
ee CH » CH CH 
OH 
[TL x-8-nut « | à —— | 
NH, Aou TT | +7 | + 
Ta N” © N” CH, N° CH 
H H H H 
3-Hydroxy- Base de Schiff 
anthranilate Er ue e 
NH 
Alanine 


FIGURE 26-25 Mécanisme proposé de la rupture de la liaison 
Cy—C, de la 3-hydroxykynurénine catalysée par la kynuréninase 
PLP-dépendante, La réaction fait intervenir huit étapes : (1) transimina- 
tion, (2) tautomérisation, (3) attaque par un nucléophile de l'enzyme, 


intéressante, La Réaction 4, l'hydrolyse de la 3-hydroxykynu- 
rénine en alanine et 3-hydroxyanthranilate, est catalysée par La 
kynuréninase, une enzyme-PLP dépendante. La réaction montre 
une fois de plus les propriétés polyvalentes du PLP. Nous avons 
vu comment le PLP peut labiliser des liaisons C,—H et C,—Cy 
d'un œ-aminoacide (Fig. 26-16). Ici, c'est la rupture de la liai- 
son Cy—C, qui est facilitée. La réaction suit les mêmes étapes 
qu'une réaction de transamination mais il n'y a pas hydrolyse de 
la base de Schiff tautomérisée (Fig. 26-25). Le mécanisme réac- 
tionnel proposé implique une attaque par un groupement nucléo- 
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(4) rupture de la liaison Cy—C, avec formation d'un intermédiaire acyl- 
enzyme, (5) hydrolyse de l’acyl-enzyme, (6) et (7) tautomérisation et 
(8) transimination. 


Schiff 3-hydroxykynurénine-PLP tautomérisée (Fig. 26-25, 
Etape 3), suivie de la rupture de la liaison Cs—C, pour aboutir 
à la formation d'un intermédiaire acyl-enzyme et d'un adduit 
alanine-PLP tautomérisé (Fig. 26-25, Etape 4), L'hydrolyse de 
l'intermédiaire acyl-enzyme donne le 3-hydroxyanthranilate, 
dont la dégradation ultérieure conduit à la formation d'æ-cétoa- 
dipate (Fig. 26-24, Réactions 5-9). L'œ-cétoadipate est aussi un 
intermédiaire dans la dégradation de la lysine (Fig. 26-23, Réac- 
tion 4) si bien que les sept dernières réactions de la dégradation 
de ces deux acides aminés sont identiques, donnant de l'acétoa- 
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FIGURE 26-26 Voie de dégradation de la phénylalanine. Les 
enzymes impliquées sont : (1) La phénylalanine hydroxyluse, (2) l'amino- 


transiémse, (3) la p-hydroxyphényipyruvate dioxygénase, (4) l'homogen- 


tisute dioxvgénase, (5) ln maléylacétoncétate isomérase, et (6) la fumary- 
lacétoacétase. Les symboles marquant les différents atomes de carbone 


permettent de suivre la migration du groupement qui se produit dans La 
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H. La phénylalanine et la tyrosine sont dégradées 
en fumarate et acétoacétate 


La première réaction dans la dégradation de la phénylalanine étant 
son hydroxylation en tyrosine, une même voie (Fig. 26-26) assure 
la dégradation de ces deux acides aminés. Les produits finaux de 
cette dégradation en six réactions sont le fumarate, un intermé- 
diaire du cycle de l'acide citrique, et l’acétoacétate, un corps céto- 
nique. 


a. Les ptérines sont des cofacteurs rédox 

L'hydroxylation de la phénylalanine catalysée par la phényla- 
lanine hydroxylase (PAH), enzyme homotétramérique à fer non 
hème, requiert de l'oxygène et du fer à l'état Fe(Il), L'enzyme 
nécessite aussi la participation de la bioptérine, dérivé de la pté- 
rine. Les ptérines sont des composés qui contiennent le noyau pté- 
ridine (Fig. 26-27). Noter la ressemblance entre le noyau ptéridine 
et le noyau isoalloxazine des coenzymes flaviniques ; les positions 
des atomes d'azote dans la ptéridine sont identiques à celles de ces 
atomes dans les cycles B et C de l'isoalloxazine. Les dérivés folate 
contiennent aussi le cycle ptérine (Section 26-4D). Les ptérines, 
comme les flavines, interviennent dans les oxydations biologiques. 
La forme active de la bioptérine est la forme totalement réduite, la 
5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH,). Elle se forme à partir de 7,8- 
dihydrobioptérine et de NADPH, dans une réaction considérée 
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FIGURE 26-27 Cycle ptéridine, noyau de la bioptérine et folate, 
Noter les similitudes de structure entre la ptéridine et le cycle isoalloxa- 
vine des cnenrvmes flaviniones 
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comme réaction d'amorçage, catalysée par la dihydrofolate 
réductase (Fig. 26-28), 

Chaque sous-unité (452 résidus) de l'homotétramère de PAH 
contient trois domaines, un domaine régulateur N-terminal, un 
domaine catalytique. et un domaine de tétramérisation C-terminal. 
Cependant, le domaine catalytique seul (325 résidus) peut former 
des dimères actifs au plan catalytique. La structure par rayons X 
du domaine catalytique de la PAH à l'état Fe(Il) complexée à BH,, 
déterminée par Edward Hough, montre que le Fe(Il) est en coor- 
dinence tétraédrique avec His 285, His 290, Glu 330, et trois molé- 
cules d'eau, et que l'atome O4 de BH, établit des liaisons hydro- 
gène avec deux de ces molécules d'eau (Fig. 26-29). 


E 
Z 
À 
»Z —X 
Ye = 
Z 


Dans la réaction de la phénylalanine hydroxylase, la 5,6,7,8- 
tétrahydrobioptérine est hydroxylée en ptérine-4a-carbinolamine 
(Fig. 26-28), laquelle est transformée en 7,8-dihydrobioptérine 
(forme quinoïde) par la ptérine-4a-carbinolamine déshydra- 
tase. Ce quinoïde est ensuite réduit par la dihydroptérine réduc- 
tase, enzyme à NAD(P)H, pour régénérer le cofacteur actif, Noter 
que, bien que la dihydrofolate réductase et la dihydroptéridine 
réductase conduisent au même produit, elles utilisent des tauto- 
mères différents du substrat. Cela suggère que ces enzymes ont 
une parenté évolutive, mais la comparaison de leurs structures par 
rayons X montre qu'il n'en est rien. En fait, la dihydroptéridine 
réductase ressemble à des enzymes flaviniques à nicotinamide 
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FIGURE 26-28 Formation, utilisation et régénération de la 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH,) dans la 


réaction de La mhénutalanine hvdroxvliace. 
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FIGURE 26-31 Le déplacement NIH dans la réaction de la 
p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase. Les atomes de carbone sont 
marqués pour permettre de suivre la migration du groupement qui consti- 
tue Le dénlarement 


ne suffit pas, car ce composé est instable et ne peut traverser la bar- 
rière hémato-encéphalique. 


4 M ACIDES AMINÉS EN TANT QUE 
PRÉCURSEURS BIOSYNTHÉTIQUES 


Certains acides aminés, en plus de leur rôle principal comme élé- 
ment de construction des protéines, sont des précurseurs indis- 
pensables pour de nombreuses molécules biologiques importantes, 
dont les nucléotides et les coenzymes nucléotidiques, l'hème, plu- 
sieurs hormones et neurotransmetteurs, et le glutathion. Dans cette 
section, nous étudierons donc les voies de synthèse de certaines de 
ces substances. Nous commencerons par l'étude de la biosynthèse 
de l’hème à partir de glycine et de succinyl-CoA. Nous verrons 
ensuite les voies par lesquelles la tyrosine, le tryptophane, le glu- 
tamate et l’histidine sont transformés en différents neurotransmet- 
teurs et nous étudierons certains aspects de la biosynthèse du glu- 
tathion et l'implication de ce tripeptide dans le transport d'acides 
aminés et dans d’autres processus. Enfin, nous étudierons le rôle 
des dérivés du folate dans le transfert d'unités en C, lors de bio- 
synthèses. La biosynthèse des nucléotides et des coenzymes 
nucléotidiques sera étudiée dans le Chapitre 28. 


A. Biosynthèse et dégradation de l’hème 


Comme nous l'avons déjà vu, l'hème (Fig. 26-32) est un groupe- 
ment prosthétique contenant du Fe qui est un constituant indis- 
pensable de nombreuses protéines, en particulier l'hémoglobine, la 
myoglobine et les cytochromes. Les premières réactions de la bio- 
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FIGURE 26-32 Structure de l’hème. Les atomes de C et de N de 
l'hème nroviennent de La olvcine et de l'acétate 
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synthèse de l'hème sont communes à la formation d'autres molé- 
cules tétrapyrroliques dont les chlorophylles des plantes et des bac- 
téries (Section 24-2A) et le coenzyme B,, des bactéries (Sec- 
tion 25-2E). 


a. Les porphyrines sont formées à partir de succinyl-CoA 
et de glycine 

L'élucidation de la voie de la biosynthèse de l'hème a été un 
travail de détective. David Shemin et David Rittenberg, qui furent 
parmi les premiers à utiliser des traceurs isotopiques pour élucider 
des voies métaboliques, montrèrent en 1945 que tous les atomes 
de C et de N de l'hème proviennent de l'acétate et de la glycine. 
Parmi les nombreux métabolites marqués par !N qu'ils utilisèrent 
(dont l'ammoniac, le glutamate, la leucine et la proline), seule la 
glycine donnait de l'hème marqué par °N dans l’hémoglobine des 
sujets expérimentaux auxquels ces métabolites avaient été admi- 
nistrés. Des expériences semblables avec de l'acétate marqué au 
IC dans ses groupements méthyle et carboxylate, ou de la 
[#C, Jglycine, démontrèrent que 24 des 34 atomes de carbone de 
l'hème sont issus du carbone du méthyle de l’acétate, 2 de l'atome 
de carbone du carboxylate de l'acétate, et 8 du C,, de la glycine 
(Fig. 26-32). Aucun des atomes de l'hème ne provient de l'atome 
de carbone du groupement carboxylate de la glycine. 

La Figure 26-32 montre que les atomes de C de l’hème issus 
des groupements méthyle de l'acétate se trouvent par groupes de 
trois atomes liés. Manifestement, l'acétate est tout d'abord trans- 
formé en un autre métabolite qui présente cette distribution de 
marquage. Shemin et Rittenberg proposèrent, pour les raisons sui- 
vantes, que ce métabolite est le succinyl-CoA (Fig. 26-33): 


1. L'acétate est métabolisé via le cycle de l'acide citrique (Sec- 
tion 21-31). 

2. Des études de marquage montrent que l'atome C3 de l'in- 
termédiaire du cycle de l'acide citrique succinyl-CoA est issu de 
l'atome de C du méthyle de l'acétate, alors que l'atome C4 vient 
du carbone du groupement carboxylate de l'acétate. 


3. Après de nombreux tours de cycle de l'acide citrique, le C1 
et le C2 du succinyl-CoA deviennent eux aussi entièrement déri- 
vés de l'atome de carbone du méthyle de l'acétate. 


Nous allons voir que cette distribution de marquage conduit en fait 
à celle de l’hème. 

Dans les mitochondries de levure et animales, et chez certaines 
bactéries. la biosynthèse de l’hème commence par une condensa- 
tion entre le succinyl-CoA et la glycine suivie d’une décarboxyla- 
tion pour former de l'acide 8-aminolévulinique (ALA) catalysée 
par la 8-aminolévulinate synthase, enzyme à PLP (Fig. 26-34), 
Le groupement carboxylate perdu par décarboxylation (Fig. 26-34, 
Réaction 5) provient de la glycine, ce qui explique que l'hème 
n'est pas marqué par ce groupement. 


b. Le cycle pyrrole est produit à partir de deux molécules 

d'ALA 

La phase suivante de la biosynthèse amène la formation du 
cycle pyrrole à partir de deux molécules d'ALA ce qui donne le 
porphobilinogène (PBG). La réaction est catalysée par la por- 
phobilinogène synthase [PBGS: ou acide &-aminolévulinique 
déshydratase (ALAD)] qui, chez la levure et les animaux, est une 
enzvme à Zn2*_ et impliaue la formation d'une base de Schiff entre 
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FIGURE 26-33 Origine des atomes de C du succinyl-CoA provenant 
de l'acétate via le cycle de l'acide citrique. Les atomes de C marqués 

par des triangles et des carrés proviennent respectivement des atome de C 
du méthyle et du carboxylate de l'acétate. Les symboles pleins marquent 
les atomes dérivés de l'acétate lors du cycle de l'acide citrique en cours, 

tandis que les symboles ouverts marquent les atomes dérivés de l'acétate 
lors de cycles antérieurs. Noter que les atomes C1 et C4 du succinyl-CoA 
sont mélangés lors de la formation du succinate à symétrie d'ordre deux. 


l'une des molécules de substrat et un groupement aminé de l'en- 
zyme (chez certaines bactéries et toutes les plantes Mg?* remplace 
Zn°*) . Un mécanisme possible pour cette réaction par condensa- 
tion-élimination est la formation d'une deuxième base de Schiff 
entre la base de Schiff ALA-enzyme et la deuxième molécule 
d'ALA (Fig. 26-35). À ce stade, si nous continuons à suivre les 
marquages de l'acétate et de la glycine au cours de la réaction de 
la PBG synthase (Fig. 26-35), nous commençons à voir comment 
s'explique la distribution de marquage de l'hème. 

La structure par rayons X de la PBGS humaine en complexe 
covalent avec son produit le PBG, déterminée par Jonathan 
Cooper, montre que cette enzyme est un homo-octamère de symé- 
trie D,. Chacune de ses sous-unités (330 résidus) est constituée 
d'un tonneau &f et d'une queue N-terminale de 39 résidus qui 
s'enroule autour d'un monomère voisin (en relation de symétrie 
d'ordre 2 avec lui), de sorte que la protéine est mieux décrite 
comme un tétramère Miche de dimères compacts. Comme pour pra- 
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FIGURE 26-35 Un mécanisme possible pour la porp 
synthase. La réaction implique (1) la formation d'une base de Schiff, 
(2) la formation d'une deuxième base de Schiff, (3) la formation d'un 


L'inhibition de la PBG synthase par Pb#* (un compétiteur de 
l'ion Zn°* de son site actif) est une des manifestations principales 
de l’empoisonnement par le plomb, qui compte parmi les intoxi- 
cations les plus courantes. On a suggéré que l'accumulation 
d'ALA dans le sang, qui ressemble au neurotransmetteur acide -y- 
aminobutyrique (Section 26-4B), serait responsable de la psy- 
chose qui accompagne souvent l'empoisonnement par le plomb. 


c. Le noyau porphyrine se forme à partir de quatre 
molécules de PBG 
La phase suivante de la synthèse de l’hème est la condensation 
de quatre molécules de PBG pour former l'uroporphyrinogène 
III, le noyau porphyrine, par une série de réactions catalysées par 
la pornhobilinogène décaminase (ou hvdroxvvméthulhilane evn. 


carbanion en & d'une base de Schiff, (4) la cyclisation par une condensa- 
tion de type aldolique, (5) l'élimination du groupement enzyme-NH, et 
(6) une tautomérisation. 


thase ou encore uroporphyrinogène synthase) et l’uroporphyri- 
nogène [IT synthase. La réaction (Fig. 26-37) commence par le 
déplacement par l’enzyme du groupement aminé du PBG pour for- 
mer un adduit covalent. Une deuxième, puis troisième, puis qua- 
trième molécule de PBG sont successivement ajoutées avec dépla- 
cement du groupement amine primaire d'un PBG par un atome de 
carbone du cycle pyrrole du PBG suivant, ce qui donne le tétra- 
pyrrole linéaire, lequel est hydrolysé et libéré de l’enzyme en tant 
qu'hydroxyméthylbilane (appelé aussi pré-uroporphyrinogène). 


Peter Shoolingin-Jordan et Allan Battersby ont montré indé- 
npendamment ane la nornmhohilinnoëne déeaminace nrécente nn 
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FIGURE 26-36 Structure par rayons X de la porphobilinogène 
synthase (PBGS) humaine, (4) Monomère de cette protéine homo- 
octamérique vu perpendiculairement à l'axe de son tonneau &/f et des- 
siné en gris avec ses segments f en bleu-vert et la boucle formant son 
couvercle flexible (résidus 201-222) en magenta, Le produit porphobili- 
nogène (PBG) de la PBGS, Lys 252 à laquelle il est uni par cova- 
lence, et les trois chaînes latérales de Cys qui fixent l'ion Zn?* du site 
actif (sphère bleue) sont en bâtonnets avec C de PBG en rose, C des 


cofacteur unique, le dipyrrométhane (deux pyrroles réunis par un 
pont méthylène ; les cycles C, et C, dans la Fig. 26-37), lié par 
covalence par une liaison C—S à un résidu Cys de l'enzyme. 
Ainsi, le complexe méthylbilane-enzyme contient en fait un hexa- 
pyrrole linéaire. La réaction suivante, catalysée aussi par la por- 
phobilinogène désaminase (Etape 5 dans la Fig. 26-37), est l'hy- 
drolyse de la liaison entre les deuxième et troisième unités pyrrole 
de l'hexapyrrole pour donner l'hydroxyméthylbilane et le cofac- 
teur dipyrrométhane. Ce dernier est toujours lié à l'enzyme, qui est 
donc prête à catalyser un nouveau cycle de synthèse d'hydroxy- 
méthylbilane. 

Comment la synthèse du cofacteur dipyrrométhane est-elle 
assurée ? Shoolingin-Jordan a montré que la porphobilinogène 
désaminase synthétise son propre cofacteur à partir de deux unités 
de PBG, en utilisant, semble-t-il, la machinerie catalytique avec 
laquelle elle synthétise le méthylbilane. Cependant, la Cys de l'en- 
zyme réagit beaucoup plus rapidement avec l’hydroxyméthylbi- 
lane présynthétisé pour former un intermédiaire de la réaction (le 
produit de l'Etape 2 dans la Fig. 26-37) qui continue à ajouter deux 
unités de PBG de plus. Lorsque l'hydroxyméthylbilane est libéré, 
l'enzyme conserve son cofacteur dipyrrométhane. 

La structure par rayons X de la porphobilinogène désaminase 
d'E. coli (545 % d'identité de séquence avec l'enzvme de mam- 


chaînes latérales en vent, N en bleu, O en rouge, S en jaune et La liai- 
son N—C qui unit Lys 252 à PBG en doré. L'ion Zn°* du site actif 
est fixé (lignes noires) par les atomes S de Cys 122, Cys 124, Cys 
132, et par le groupement aminé de PBG. La position de Lys 199, qui 
se trouve ici directement derrière Lys 252, semble parfaite pour une 
action de catalyse acido-basique. [D'après une structure par rayons X 
due à Jonathan Cooper, University of Southampton, U.K. PDBid 
1ES1.] 


mifère) en complexe covalent avec son cofacteur dipyrrométhane, 
montre que celte protéine monomérique de 307 résidus se replie 
en trois domaines de taille équivalente (Fig. 26-38). Le cofacteur 
dipyrrométhane est enfoui profondément dans une crevasse entre 
les domaines 1 et 2 de sorte qu'un espace inoccupé considérable 
se trouve dans la crevasse. Bien qu'elle ajoute successivement 
quatre résidus PBG au cofacteur, l'enzyme n'a qu'un seul site cata- 
lytique. 

Si l'enzyme n'a qu'un seul site catalytique, comment peut-elle 
replacer la chaîne polypyrrole après chaque cycle catalytique pour 
l'allonger encore ? Il est possible que la chaine polypyrrole rem- 
plisse la cavité proche du cofacteur, Ce modèle fournit une expli- 
cation stérique simple quant à la longueur limitée à six résidus de 
la chaîne de polypyrrole (dont les quatre derniers résidus sont 
hydrolysés par l'enzyme pour donner le produit hydroxyméthylbi- 
lane et régénérer le cofacteur dipyrrométhane). 


e. La synthèse de la protoporphyrine IX exige quatre 
réactions supplémentaires 


La cyclisation de l'hydroxyméthylbilane demande la partici- 
pation de l'uroporphyrinogène TIE synthase (Fig. 26-37). En 
l'absence cette enzyme, l'hydroxyméthylbilane se détache de la 
svnthase et se cyclise spontanément et rapidement pour donner 
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FIGURE 26-37 Synthèse de l'uroporphyrinogène II à partir de PBG 
catalysée par la porphobilinogène désaminase et l’uroporphyrinogène 
III synthase. (1a) Elimination de NH, par catalyse générale basique qui 
donne un intermédiaire méthylène pyrrolinène, (1b) Addition à l'inter- 
médiaire méthylène pyrrolinène du cofacteur dipyrrométhane lié par 
covalence à l'enzyme pour former un adduit covalent. (2-4) Addition 
séquentielle d'une deuxième, d'une troisième et d'une quatrième molé- 
cule de PBG avec éliminations successives de NH, du PBG pour former 
le méthylène pyrrolinène comme dans la Réaction 14, suivi par l'addition 
d'un atome de carbone du cycle pyrroke de la chaîne en formation, 
comme dans la Réaction 1b. (5) Hydrolyse du méthylbilane-enzyme qui 
donne l’hydroxyméthylbilane et régénère le complexe enzyme-dipyrro- 
méthane libre, (6) Synthèse de l'uroporphyrinogène [II via un intermé- 
diaire spiro par la porphobilinogène désaminase et l'uroporphyrinogène 
II synthase, (7) Cyclisation spontanée de l'hydroxyméthylbilane en l'ab- 
sence de l’uroporphyrinogène III synthase. À et P représentent les grou- 
pements acétyle et propionyle, 
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FIGURE 26-38 Structure par rayons X de la porphobilinogène désa- 
minase d'E. coli en complexe covalent avec son cofacteur dipyrromé- 
thane, La protéine est représentée en ruban et be cofacteur dipyrromé- 
thane (jaune) avec les chaînes latérales à son contact en modèle éclaté. 
[Avec la permission de Gordon Louie, Stephan Wood, Peter Shoolingin- 
Jordan et Tom Blundell, Birkbeck College, London.U.K. PDBid 1DPA.] 


l'uroporphyrinogène E symétrique. Cependant, l'hème est une 
molécule asymétrique ; le substituant méthyle du cycle pyrrole D 
est en position inverse par rapport à ceux des cycles À, B et C 
(Fig. 26-32). Battersby a montré que cette inversion du cycle qui 
donne l'uroporphyrinogène III provient de la liaison des méthy- 
lènes des cycles A et C au même atome de carbone du cycle D, 
formant ainsi un composé spiro (composé bicyclique ayant un 
atome de carbone commun aux deux cycles: Fig. 26-37), 

La biosynthèse de l'hème se déroule en partie dans la mito- 
chondrie et en partie dans le cytosol (Fig. 26-39), L'ALA est 
synthétisé dans les mitochondries puis est transporté dans le 
cytosol pour donner le PBG puis l'uroporpyrinogène III. La pro- 
toporpyrine IX, à laquelle Fe s'ajoute pour donner l'hème, se 
forme à partir de l’uroporphyrinogène III par une série de réac- 
tions catalysées par (1) l'uroporphyrinogène décarboxylase, 
qui décarboxyle les quatre chaînes latérales acétate (A) en grou- 
pements méthyle (M): (2) la coproporphyrinogène oxydase, 
qui transforme deux chaînes latérales de propionate (P) en grou- 
pements vinyle (V) par décarboxylation oxydative ; et (3) la pro- 
toporphyrinogène oxydase, qui oxyde les groupements méthy- 
lène reliant les cycles pyrrole aux groupements méthényle, 
Globalement. six groupements carboxvlate provenant de l’acétate 


sont éliminés sous forme de CO. Les seuls atomes de carbone 
restants provenant du groupement carboxylate de l'acétate sont 
les deux carboxylates des deux chaînes latérales propionate (P) 
de l'hème. Pendant la réaction de la coproporphyrinogène oxy- 
dase, le macrocycle retourne dans les mitochondries pour les der- 
nières réactions de la biosynthèse. 


f. La ferrochélatase catalyse l'insertion de Fe(Il) dans la 
protoporphyrine IX pour former l'hème 

La protoporphyrine IX est transformée en hème par l'inser- 
tion de Fe{Il) dans le noyau tétrapyrrole grâce à la ferrochéla- 
tase, protéine associée à la membrane inteme mitochondriale du 
côté matrice, La structure par rayons X de la ferrochélatase 
humaine, déterminée par Harry Dailey et Bi-Cheng Wang, 
montre que les sous-unités (361 résidus) de cette protéine homo- 
dimérique sont constituées de deux domaines de structure sem- 
blable et d'une extension C-terminale que l'on ne trouve que 
dans les ferrochélatases animales, Cette extension participe à la 
formation de liaisons hydrogène entre les sous-unités ; les ferro- 
chélatases bactériennes, qui ne la possèdent pas, sont monomé- 
riques. De plus, cette extension C-terminale est reliée au 
domaine N-terminal par un centre {2Fe-2S] inhabituel en coor- 
dinence avec C196 du domaine N-terminal et C403, C406 et 
C411 de l'extension C-terminale. La fonction de ce centre [2Fe- 
25], situé à distance du site actif, n'est pas claire, bien qu'il 
pourrait jouer un rôle structural. Trois mutations, C406Y, C4065 
et C411G, qui inactivent l'enzyme et, ce faisant, provoquent la 
protoporphyrie érythropoïétique, maladie héréditaire rare (voir 
ci-dessous), démontrent l'importance du centre [2Fe-25] dans 
l’activité de l’enzyme. 

Le site actif de la ferrochélatase (Fig. 26-40) est constitué de 
deux lèvres hydrophobes dont on pense qu'elles participent à l'as- 
sociation de l’enzyme à la membrane. La réaction de la ferroché- 
latase implique un mécanisme ordonné où le Fe(Il) se fixe à l’en- 
zyme avant la porphyrine. La réaction requiert le départ des deux 
protons du NH pyrrolique de la porphyrine avant la liaison du 
Fe{Il) (Fig. 26-39). La H263 conservée semble bien située pour 
enlever ces protons à la porphyrine, et les résidus acides conservés 
et rapprochés E343, H341 et D340 formeraient un canal à protons 
conduisant de H263 à la surface de l'enzyme (Fig. 26-40), hypo- 
thèse confortée par des études de mutagenèse. Les résidus conser- 
vés R164 et Y165 sont situés du côté opposé du site actif par rap- 
port à H263 (et probablement du côté opposé à celui du substrat 
protoporphyrine IX). Leur mutagenèse réduit l’affinité de la ferro- 
chélatase pour le Fe(Il), mais pas pour la porphyrine, ce qui sug- 
gère leur rôle catalytique dans la métalation. D'après des études 
spectroscopiques, celte réaction de métalation est facilité par la 
distorsion de la porphyrine en une conformation non plane (en 
dôme ou ondulée). 


g. La biosynthèse de l’hème est régulée différemment 
dans les cellules érythropoïétiques et dans les cellules 
du foie 
Les deux sites principaux de la biosynthèse de l'hème sont les 

cellules érythropoïétiques, qui synthétisent environ 85 % des grou- 

pements hème de l'organisme, et les cellules du foie qui en syn- 
thétisent pratiquement tout le reste. Un rôle important de l'hème 
dans le foie vient de ce au’il constitue le groupement nrosthétique 
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FIGURE 26-40 Poche du site actif de la ferrochélatase humaine 
montrant les résidus impliqués dans le mécanisme catalytique pro- 
posé. Le substrat protoporphyrine IX (bleu), qui a été inséré par modéli- 
sation dans la crevasse du site actif, entre dans celui-ci à partir de la 
membrane (en haut), tandis que Fe(Il) arrive de la matrice (ligne rouge 
interrompue). On pense que la chaîne latérale de His 263 enlève des pro- 
tons aux deux groupements NH pyrroliques (lignes bleu-vert interrom- 
pues) et les transfère à la matrice via une série de groupements acides 
rapprochés constitués des chaînes latérales de E343, H341 et D340. Les 
chaînes latérales R164 et Y165, situées de l'autre côté de la poche du site 
actif par rapport à H263, participeraient à la réaction de métalation, qui 
est également facilitée par le plissement de la porphyrine induit par l'en- 
zyme, [Avec la permission de Harry Duiley, University of Georgia. 
PDBid 1HRK.] 


du cytochrome P450, une enzyme oxydative impliquée dans les 
processus de détoxication (Section 15-4B), qui est indispensable 
tout au long de la vie de l'hépatocyte en quantités variables selon 
les conditions. Par contre, les cellules érythropoïétiques, dans les- 
quelles l’hème est, bien sûr, un constituant de l’hémoglobine, n'as- 
surent la synthèse de l’hème que lors de leur différenciation, quand 
elles synthétisent l'hémoglobine en grandes quantités. Cette syn- 
thèse n'a lieu qu'une fois ; l'hème doit persister durant toute la vie 
de l'érythrocyte (120 jours normalement) car la synthèse de l'hème 
et de l'hémoglobine cessent quand les globules rouges sont 
matures (la synthèse protéique s'arrête avec la perte des noyaux et 
des ribosomes). Les régulations différentes de la synthèse de 
l'hème dans les hépatocytes et dans les cellules érythropoïétiques 
reflètent ces demandes différentes : dans le foie, la biosynthèse de 
l'hème doit être vraiment « contrôlée », alors que dans les cellules 
érythropoïétiques, il s'agit plutôt de « rompre une digue ». 

Dans le foie, la cible principale de contrôle de la biosynthèse 
de l'hème est l'ALA-synthase, l'enzyme qui catalyse la première 
réaction d'engagement de la voie, L'hème, ou son produit d'oxy- 
dation Fe(Ill) hémine, contrôle l'activité de cette enzyme par trois 
mécanismes : (1) rétroinhibition, (2) inhibition du transport de 
l'ALA-synthase depuis son site de biosynthèse cytosolique vers 
son site d'action, la mitochondrie (Fig. 26-39), et (3) répression de 
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Dans les cellules érythropoïétiques, l'hème a un effet tout à fait 
différent sur sa biosynthèse. Il stimule, au lieu de réprimer, la syn- 
thèse protéique dans les réticulocytes (érythrocytes non matures). 
Bien que les protéines synthétisées par les réticulocytes soient 
essentiellement de la globine, il est prouvé que l'hème induit aussi 
ces cellules à synthétiser les enzymes de la voie de biosynthèse de 
l'hème. De plus, la réaction à vitesse limitante de la biosynthèse 
de l'hème dans les cellules érythropoïétiques ne serait pas la réac- 
tion de l'ALA-synthase, Des expériences réalisées sur différents 
systèmes de cellules érythropoïétiques en cours de différenciation 
impliquent la ferrochélatase et la porphobilinogène désaminase 
dans le contrôle de la biosynthèse de l'hème dans ces cellules. 
L'entrée du fer dans les cellules serait également un facteur limi- 
tant. Le fer est transporté dans le plasma complexé à la transfer- 
rine, protéine de transport du fer, La vitesse à laquelle le complexe 
fer-transferrine entre dans la plupart des cellules, y compris celles 
du foie, est contrôlée par endocytose à récepteur (Section 12-4B). 
Cependant, des complexes de fer liposolubles qui diffusent direc- 
tement dans les réticulocytes stimulent la biosynthèse in vitro de 
l'hème. L'existence de plusieurs points de contrôle laisse supposer 
qu'une fois la synthèse de l'hème « mise en marche » dans les cel- 
lules érythropoïétiques, toutes les réactions se font à vitesse maxi- 
mum plutôt que ne s'exerce un contrôle du flux au niveau d'une 
réaction à vitesse limitante. La synthèse de la globine activée par 
l'hème assure aussi que l'hème et la globine sont synthétisés en 
proportions correctes pour pouvoir s'associer et donner de l'hé- 
moglobine (Section 32-4A), 


h. Les porphyries provoquent des symptômes étranges 

On connaît plusieurs anomalies génétiques de la biosynthèse de 
l'hème dans le foie ou les cellules érythropoïétiques. Elles se tra- 
duisent toutes par l'accumulation de porphyrine et/ou de ses pré- 
curseurs et sont appelées pour cette raison des porphyries (du grec 
porphyra, pourpre). On connaît deux anomalies qui affectent les 
cellules érythropoïétiques : l'une due à une déficience en uropor- 
phyrinogène III synthase (porphyrie érythropoïétique congéni- 
tale), l'autre à une déficience en ferrochélatase (protoporphyrie 
érythropoïétique). La première se traduit par une accumulation 
d'uroporphyrinogène 1 et de son produit de décarboxylation, le 
coproporphyrinogène [. L'excrétion de ces produits donne une 
couleur rouge à l'urine, leur dépôt dans les dents leur donne une 
couleur brun-rouge fluorescente, et leur accumulation dans la peau 
rend celle-ci très photosensible avec formation d'ulcères et de 
cicatrices inesthétiques. On observe également chez les personnes 
atteintes une croissance accélérée des cheveux qui peuvent recou- 
vrir le visage et les extrémités. Ainsi, certains pensent que la 
légende du loup-garou aurait une telle origine biochimique. 

La porphyrie la plus courante qui affecte en priorité le foie est 
due à une déficience en porphobilinogène désaminase (porphyrie 
intermittente aiguë). Cette maladie se manifeste par des crises 
intermittentes de douleurs abdominales et de dysfonctionnements 
neurologiques. Des quantités importantes d'ALA et de PBG sont 
excrétées dans les urines pendant et après les crises. L'urine peut 
devenir rouge en raison de l'excrétion de porphyrines en excès 
synthétisées à partir de PBG dans les cellules non hépatiques mais 
la peau ne devient pas anormalement sensible à la lumière. Le roi 
George III, qui règna sur l'Angleterre durant la Révolution Amé- 
ricaine, souvent décrit comme fou, avait en réalité des crises de 
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dont on connaît la structure par rayons X. Dans les cristaux, les 
dimères interagissent par liaisons hydrogène entre les groupements 
carboxyliques restants. 
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un membre de la famille des antipaludéens à noyau quinoline, dont 
la quinine, est l’un des agents antipaludéens les plus efficaces 
ayant été produits. Il n'est efficace contre les plasmodia que lors 
de leur séjour intraérythrocytaire, Ce médicament étant une base 
faible qui peut facilement traverser les membranes sous sa forme 
non chargée, il s'accumule dans la vacuole acide des plasmodia 
sous sa forme acide à des concentrations de l'ordre du millimo- 
laire. La chloroquine et plusieurs autres antipaludéens à noyau qui- 
noline inhibent la cristallisation de l’hème en hémozoïne. Cette 
inhibition én vivo est presque certainement responsable des pro- 
priétés antipaludéennes de ces drogues. Son mécanisme n'est pas 
clair, bien qu'une hypothèse est que le médicament s'adsorbe sur 
l'hémozoïne cristallisée, empêchant ainsi toute cristallisation ulté- 
rieure. 

L'utilisation intensive de la chloroquine a, malheureusement, 
conduit à l'apparition de plasmodia résistants à la chloroquine 
dans presque toutes les régions du monde où sévit la malaria. Les 
plasmodia résistants ne concentrent pas la chloroquine dans leurs 
vacuoles aux fortes concentrations trouvées dans les parasites sen- 
sibles. Ils exportent le médicament de leurs vacuoles près de 50 
fois plus vite que ne le font les parasites sensibles, Puisque l'ac- 
tion de la chloroquine et la résistance à la chloroquine font inter- 
venir des mécanismes différents, il devrait être possible de modi- 
fier des structures existantes contenant de la quinoline ou de 
trouver de nouveaux inhibiteurs de la cristallisation de l'hémo- 
zoïne qui soient des agents antipaludéens efficaces auxquels les 
plasmodia ne sont pas (encore) résistants. 


B. Biosynthèse d’amines physiologiquement actives 


L'adrénaline, la noradrénaline, la dopamine, la sérotonine (ou 5- 
hydroxytryptamine), l'acide 7aminobutyrique (GABA) et l'hista- 


HO 


LH—Q0—* 


X = OH, R = CHy Adrénaline 
X=0H, R=H Noradrénaline 
X=H, R=H  Dopamine 


HO, Ô /CHz— CH3— NH; 
N 


Sérotonine 
(5-hydroxytryptamine) 


00C — CH; _—. CH;— CH; —NH; 
Aytôe y-aminobutyrique (GABA) 


SR CHy—NH$ 
\ Histamine 


NH 


sont des hormones etlou des neurotransmetteurs dérivés d'acides 
aminés. L'adrénaline, par exemple, stimule l’adénylate cyclase 
musculaire, stimulant ainsi la glycogénolyse (Section 18-3E) ; une 
déficience de la production de dopamine entraîne la maladie de 
Parkinson, une maladie dégénérative qui provoque des tremble- 
ments ; la sérotonine stimule la contraction des muscles lisses ; le 
GABA, libéré dans 30 % des synapses du cerveau, est l'un de ses 
principaux neurotransmetteurs inhibiteurs (Section 20-5C); enfin 
l'histamine est impliquée dans les réponses allergiques (comme le 
savent les victimes d’allergies qui prennent des antihistaminiques), 
ainsi que dans le contrôle de la sécrétion d'acide par l'estomac 
(Section 20-3C). 

La biosynthèse de chacune de ces amines physiologiquement 
actives implique la décarboxylation de l'acide aminé précurseur 
correspondant, Les décarboxylases des acides aminés sont des 
enzymes à PLP qui forment des bases de Schiff avec leur substrat 
afin de stabiliser la carbanion en C,, formé suite à la rupture de la 
liaison C,—COO (Section 26-1A) : 


qq gp + + 
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FIGURE 26-42 Formation de l’acide -y-aminobutyrique (GABA) et de l’histamine. Les réactions impli- 
quent la décarboxylation du glutamate pour donner le GABA et de l'histidine pour donner l'histamine. 


La formation de l'histamine et du GABA sont des processus en 
une étape (Fig. 26-42). Lors de la synthèse de la sérotonine à par- 
tir de tryptophane, la décarboxylation est précédée d’une hydroxy- 
lation (Fig. 26-43) par la tryptophane hydroxylase, l'une des 
trois enzymes de mammifère qui utilise le cofacteur 5,6,7,8-tétra- 
hydrobioptérine (Section 26-3H). Cette hydroxylation implique un 
déplacement NIH semblable à celui décrit pour la phénylalanine 
hydroxylase (Section 26-30), bien qu'on ait pas observé ici d'in- 
termédiaire époxy. La dopamine, la noradrénaline et l'adrénaline 
sont appelées catécholamines car ce sont des dérivés amines du 
catéchol : 


OH 
OH 


H tryptophane 
hydroxylase 


La transformation de la tyrosine en ces différentes catécholamines 
se fait comme suit (Fig. 26-44): 


1. La tyrosine est hydroxylée en 3,4-dihydroxyphénylalanine 
(L-DOPA) par la tyrosine hydroxylase, autre enzyme nécessitant 
la 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine. 

2. La L-DOPA est décarboxylée en dopamine 

3. Une deuxième hydroxylation conduit à la noradrénaline. 

4. La méthylation du groupement amine de la noradrénaline 
par la S-adénosylméthionine (SAM : Section 26-3E) donne l'adré- 
naline,. 


La catécholamine spécifique produite par une cellule dépend 
des enzymes de la voie qui sont présentes. Dans les médullo- 
surrénales, qui assurent la synthèse d'hormones (Section 19-1F), 
l'adrénaline est le produit principal. Dans certaines régions du 
cerveau, la noradrénaline est plus courante. Dans d’autres 
régions, en particulier dans la substantia nigra, la voie s'arrête 
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FIGURE 26-43 Formation de la sérotonine, La sérotonine est formée par hydroxylation et décarboxylation 
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FIGURE 26-46 Synthèse du glutathion en tant qu'élément du cycle 
+-glutamyl du métabolisme du glutathion. Les réactions du cycle 
sont catalysées par: (1) la y-glutamylcystéine synthétase, (2) la gluta- 


téine et de glycine par les actions consécutives de la y-glutamyl- 
cystéine synthétase et de la GSH synthétase (Fig. 26-46, Réac- 
tions 1 et 2). L'hydrolyse de l'ATP fournit l'énergie libre néces- 
saire à chaque réaction. Le groupement carboxylate est activé pour 
la formation de la liaison peptidique par formation d'un intermé- 
diaire acyl phosphate : 

ADP 


(e) 
Il I 
R—C—07 + ATP FA R—C—OPOS 


La dégradation du GSH est catalysée par la y-glutamyl trans- 
peptidase, la y-glutamyl cyclotransférase, la 5-oxoprolinase, et 
une peptidase intracellulaire (Fig. 26-46, Réactions 3-6). 

Le transport des acides aminés est assuré car, alors que le 
GSH est synthétisé et localisé essentiellement à l'intérieur de la 
cellule, la -glutamyl transpeptidase, qui catalyse la dégradation 
du GSH (Fig. 26-46, Réaction 3), est située sur la face externe 
de la membrane cellulaire et arcente des arides aminés en nar- 


ATP 


thion synthétase, (3) la y-glutamyl transpeptidase, (4) la y-glutamyl 
cyclotransférase, (5) la S-oxoprolinase, et (6) une protéase intracellu- 
laire, 


ticulier la cystéine et la méthionine. Le GSH est d'abord trans- 
porté à la surface externe de la membrane cellulaire, où le trans- 
fert du groupement y-glutamyl depuis le GSH sur un acide aminé 
externe a lieu. Le y-glutamyl aminoacide retourne ensuite dans 
la cellule pour être transformé en glutamate selon un processus 
en deux étapes au cours duquel l'acide aminé transporté est 
libéré avec formation de l'intermédiaire 5-oxoproline. La der- 
nière étape du cycle, l'hydrolyse de la 5-oxoproline, s'accom- 
pagne de l'hydrolyse d'ATP. Cette observation surprenante (l’hy- 
drolyse d'une liaison amide est presque toujours exergonique) 
vient de ce que la liaison amide interne de la 5-oxoproline est 
anormalement stable. 


D. Les cofacteurs à tétrahydrofolate : métabolisme 
des unités en C, 

De nombreux processus biochimiques impliquent l'addition d'une 
unité en C, à un précurseur métabolique. Un exemple familier est 
la carboxylation. Par exemple, la gluconéogenèse à partir de pyru- 
vate débute par l'addition d'un groupement carboxylate pour for- 
mer de l'oxaloacétate (Section 23-1A). Le coenzyme impliqué 
dans cette réaction et dans la plupart des réactions de carboxyla- 
tion est la biotine (Section 23-1A). Par contre, la S-adénosylmé- 
thionine est impliquée dans des réactions de méthylation (Section 
96-3E). 
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2. Elle peut être réduite en N-méthyl-THF pour la synthèse 
de méthionine à partir d'homocystéine (Section 26-3E). 

3. Elle peut être oxydée via le N°.N!°-méthényl-THF en N°. 
formyl-THF utilisé dans la synthèse des bases puriques (Section 
28-1A). Le cycle purique de l'ATP étant impliqué dans la synthèse 
de l'histidine chez les micro-organismes et les plantes (Section 26- 
5B). le N'°-formyl-THF se trouve impliqué indirectement dans 
cette voie. Les procaryotes utilisent le N'°-formyl-THF dans une 
réaction de formylation qui conduit au formylméthionine-ARNt, 
qui leur est indispensable pour l'initiation de la biosynthèse des 
protéines (Section 32-3C). 

Les sulfamides (médicaments à base de soufre), comme la 
sulfanilamide, sont des antibiotiques qui ont une analogie de 


structure avec l'acide p-aminobenzoïque, l'un des constituants du 
THE: 


LOL O2 
[0] 


Sulfonamides 
(R = H, sulfanilamide) 


Acide p-aminobenzoïqu 


Ils inhibent compétitivement la biosynthèse bactérienne du THF 
lors de l'étape d'incorporation de l'acide p-aminobenzoïque, blo- 
quant ainsi les réactions exigeant du THF que nous venons de voir. 
Les mammifères ne pouvant synthétiser l'acide folique ne sont 
donc pas affectés par les sulfamidés, d’où l'usage thérapeutique de 
ces agents antibactériens. 


5 Æ BIOSYNTHÈSE DES ACIDES AMINÉS 


De nombreux acides aminés sont synthétisés par des voies qui ne 
sont assurées que chez les plantes et les micro-organismes. Les 
mammifères devant trouver ces acides aminés dans leur alimenta- 
tion, ces substances sont appelées acides aminés essentiels. Les 
autres acides aminés qui peuvent être synthétisés par les mammi- 
fères à partir de molécules courantes sont appelés acides aminés 
non essentiels. Leur squelette carboné &-cétonique est converti en 
acide aminé par réaction de transamination (Section 26-1A) à par- 
tir de l'azote &-aminé préformé d'un autre acide aminé, d’habi- 
tude le glutamate. On a d'abord supposé que le glutamate peut être 
synthétisé à partir d'ammoniac et d'a-cétoglutarate par la gluta- 
mate déshydrogénase agissant en sens inverse. Il semble bien, 
cependant, que l'action physiologique principale de cette enzyme 
soit la dégradation du glutamate (Seciton 26-1B). /{ s'en suit que 
l'azote &-aminé préformé doit être considéré comme un nutriment 
essentiel. Dans ce contexte, il est intéressant de noter qu'en plus 
des quatre récepteurs du goût bien connus, pour le sucré, le sûr, le 
salé et l'amer, on en a découvert récemment un cinquième pour le 
monoglutamate de sodium (MSG), au goût de viande, appelé (du 
japonais) umami, 

La liste des acides aminés essentiels et non essentiels est 
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essentielle, bien qu'elle soit synthétisée au cours du cycle de 
l'urée (Section 26-2D), car elle doit être fournie en plus grandes 
quantités que n'en peut fournir cette voie lors de la croissance 
et du développement des enfants (mais pas des adultes). On 
trouve les acides aminés essentiels dans les protéines animales 
et végétales. Cependant, les proportions en acides aminés essen- 
tiels varient selon les protéines. Par exemple, les protéines du lait 
les contiennent tous dans des proportions requises pour l'ali- 
mentation humaine, Par contre, la protéine du haricot contient de 
grandes quantités de lysine mais est déficiente en méthionine, 
tandis que celle du blé est déficiente en lysine mais contient 
beaucoup de méthionine. Un régime protéique équilibré doit 
donc contenir plusieurs sources protéiques différentes qui se 
complètent pour fournir les proportions requises de tous les 
acides aminés essentiels. 

Dans cette section nous étudierons les voies impliquées dans 
la formation des acides aminés non essentiels. Nous étudierons 
aussi brièvement les voies de synthèse des acides aminés essen- 
tiels chez les plantes et les micro-organismes. Noter cependant, 
qu'à côté des voies de synthèse principales que nous allons étu- 
dier, il existe des variantes multiples de ces voies selon les 
espèces. Par contre, comme nous l'avons vu, les voies fonda- 
mentales du métabolisme des glucides et des lipides sont quasi 
universelles. 


A. Biosynthèse des acides aminés non essentiels 


Tous les acides aminés non essentiels, excepté la tyrosine, sont 
synthétisés par des voies simples à partir de quatre intermédiaires 
métaboliques classiques : le pyruvate, l'oxaloacétate, la-cétoglu- 
tarate et le 3-phosphoglycérate. La tyrosine, qui est vraiment mal 
classée comme non essentielle, est synthétisée par l'hydroxylation 
en une étape de l'acide aminé essentiel phénylalanine (Section 26- 
3H). En fait, les besoins alimentaires en phénylalanine tiennent 
compte des besoins en tyrosine. La présence de tyrosine dans l’ali- 
mentation diminue par conséquent les besoins en phénylalalnine. 
Puisque de l'azote &-aminé préformé sous forme de glutamate est 


TABLEAU 26-2 Acides aminés essentiels et non essentiels chez 
l'humain 


Essentiels Non essentiels 
Arginine* Alanine 
Histidine Asparagine 
Isoleucine Aspartate 
Leucine Cystéine 
Lysine Glutamate 
Méthionine Glutamine 
Phénylalanine Glycine 
Thréonine Proline 
Tryptophane Sérine 
Valine Tyrosine 


“Bien que les mammifères synthétisent l'arginine, ils en hydrolysent la plus 


un nutriment indispensable pour la biosynthèse des acides aminés 
non essentiels, nous commencerons par étudier sa production par 
les plantes et les micro-organismes. 


a. Le glutamate est synthétisé par la glutamate synthase 

La glutamate synthase, une enzyme que l'on ne trouve que 
chez les micro-organismes, les plantes et les animaux inférieurs, 
transforme en glutamate l’œ-cétoglutarate et l'ammoniac prove- 
nant de la glutamine. Les électrons nécessaires à cette amination 
réductionnelle proviennent du NADPH ou de la ferrédoxine, selon 
l'organisme considéré. La glutamate synthase NADPH-dépen- 
dante de la bactérie fixant l'azote Azospirillum brasilense, l'en- 
zyme de ce type la mieux caractérisée, est un hétérotétramère &,f; 
qui fixe un NAD et deux centres [4Fe-4$] sur chaque sous-unité 
B, et un FMN et un centre [3Fe-4$] sur chaque sous-unité @&. La 
réaction globale est 
NADPH + H° + glutamine + @&-cétoglutarate 

— 2glutamate + NADP"' 


et se fait en cinq étapes qui impliquent trois sites actifs distincts 
(Fig. 26-51): 


0 H 
Ven, em, 0000" + Hj0 
HN NH$ 
Glutamine 
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1. Les électrons sont transférés du NADPH au FAD sur le site 
actif 1 de la sous-unité B pour donner le FADH.. 


2. Les électrons sont transférés du FADH, au FMN sur le site 
2 d'une sous-unité @ spécifique via les centres fer-soufre pour 
donner le FMNH,. 

3. La glutamine est hydrolysée en @-glutamate et ammoniac 
sur le site 3 d'une sous-unité «x. 

4. L'ammoniac produit est transféré au site 2 où il réagit avec 
l'a-cétoglutarate pour former l'&-iminoglutarate. 

5. L'œ-iminoglutarate est réduit par le FMNH, pour former le 
glutamate. 


En absence de sous-unité B, la sous-unité & peut synthétiser du 
glutamate à partir de glutamine et d'a-cétoglutarate en présence 
d'un donneur d'électrons artificiel ; de plus, elle est homologue et 
semblable, au plan fonctionnel, aux glutamine synthases ferré- 
doxine-dépendantes. La sous-unité & de A. brasilense est donc 
considérée comme le cœur catalytique de l'enzyme, 

La structure par rayons X de la sous-unité & (1479 résidus) de 
la glutamate synthase de A. brasilense complexée à un centre 
[3Fe-4$], un FMN, un substrat a-cétoglutarate et un inhibiteur, la 


Sous-unité a—site 3 
\ ï 
NH, + Fri ED nes 
"Oo NHŸ 
H* 
Glutamate 


Bilan global: NADPH + H* + glutamine + a-cétoglutarate—+2 glutamate + NADP* 
AICLIRE 96Et Céonuonre dec réartinne ratalvcéee near la olutameate evnthacs. 
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méthionine sulfone (un analogue tétraédrique de l'état de transi- 
tion), 


H 
0 | L 
Nc—cH,—CcH—C— C7 
/ No- 
HN NHi 
Glutamine 
H 
I | 2 
HyC—S—CH, —CH,—C—C 
Ï Le 
NH; 
Methionine sulfone 


fut déterminée par Andrea Mattevi (Fig. 26-52). La sous-unité 
comporte quatre domaines, un domaine glutamine amidotransfé- 
rase N-terminal, un domaine central, un domaine de liaison du 
FMN, et un domaine à hélice B C-terminal (voir ci-dessous). La 
méthionine sulfone se fixe au domaine amidotransférase N-termi- 


3Fe-48 


FIGURE 26-52 Structure par rayons X de la sous-unité & de la glu- 
tamate synthase de À. Hrasilense représentée par son squelette des 
Ce La sous-unité possède quatre domaines, un domaine glutamine ami- 
dotransférase N-terminal (bleu), auquel est fixée la méthionine sulfone 
(un analogue tétraédrique de l’état de transition de la glutamine) ; un 
domaine central (rouge), un domaine de liaison du FMN (verr) auquel 
sont fixés un FMN, un centre [3Fe-45] et un a-cétoglutarate ; et un 
domaine à hélice B (violer). Les ligands mentionnés ci-dessus sont en 
modèle éclaté. Le tunnel de 31 À qui va du groupement méthyle de la 
méthionine sulfone (analogue du groupement amidé de la glutamine) au 
groupement @-cétonique de l'a-cétoglutarate est délimité par un contour 
gris. Dans cette structure, ke tunnel est bloqué (divisé en deux cavités) 
par les atomes de la chaîne principale de quatre résidus qui font protru- 


nal (site 3), où la glutamine est normalement hydrolysée suite à 
l'attaque nucléophile de l'atome C, de la glutamine par le goupe- 
ment sulfhydryle de Cys 1 pour donner transitoirement un inter- 
médiaire tétraédrique mimé par le groupement sulfone tétra- 
édrique. Le domaine de liaison du FMN est essentiellement 
constitué d'un tonneau œ/f à l'entrée duquel se fixent l'a&-céto- 
glutarate et le centre [3Fe-45]. La distance entre le groupement 
méthyle de la méthionine sulfone (analogue du groupement amide 
de la glutamine) et le groupement œ-cétonique de l'a-cËtogluta- 
rate est de 31 =, Ces deux sites communiquent par un tunnel par 
Le are re mn antoine D 
ion 4, Fig. 26-51). Cependant, le tunnel est par les 
atomes des principales de quatre rËsidus qui y font pro- 
trusion. Il faut donc un déplacement d'au moins 2 à 3 À dans la 
structure au cours de la réaction pour que l'ammoniac puisse dif- 
fuser entre ces sites. Ce contrôle du calibre du tunnel est sans doute 
crucial pour réguler la fonction de l'enzyme de sorte à éviter une 
hydrolyse inutile de glutamine. Celle-ci n'est en fait hydrolysée 
que lorsque l'enzyme a fixé l'a-cËtoglutarate et que des Ëquiva- 
lents sont disponibles pour la rËduction de l'iminoglu- 
tarate. 
Le domaine C-terminal de la glutamate synthase est constitué 
essentiellement d'une hélice B à 7 tours, de pas à droite (Fig. 26- 
53). Dans ce motif rare, la chaîne polypeptidique s'enroule en 
hélice très large, de sorte que les tours voisins de la chaîne inter- 
agissent comme le font les segments d'un feuillet B parallèle, L'hé- 
lice B de la glutamate synthase, qui fait 43 À de long, a une sec- 
tion transversale elliptique de 16 À sur 23. On n'a observé des 
hélices f que dans quelques enzymes, principalement bacté- 
riennes. L'hélice B de la glutamate synthase ne contient pas de 


FIGURE 26-53 L'hélice B de la glutumate synthase de À. Brasilense. 
Le squelette polypeptidique (résidus 1225-1416) est représenté en cou- 
leurs étagées, du bleu à l'extrémité N-terminale au rouge à l'extrémité C- 
terminale. Les tours voisins de la chaîne polypeptidique au sein de l'hé- 
lice imteragissent comme le font les segments de feuillets B parallèles. 
Néanmoins, plusieurs de ces segments sont dessinés en spirale car leur 
conformation s'écante de celle de segments $ courants, (D'après une 
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FIGURE 2657 Biosynthèse des acides aminés de La « famille du glutmmate » : 
l'arginine, l'ornithine et La proline. Les enzymes catalysant la brosynthèse de La 
proline sont : (1) la y-glutamyl kinase, (2) une déshydrogénase, (3) réaction non 
enzymatique et (4) la pyrroline-5-carboxylate réductase, Les enzymes catalysant la 
biosynthèse de l'ornithine sont : (5) la N-acétylglutamate synthase, (6) l'acétylglu- 
tamate kinase, (7) la N-acétyl-y-glutamyl phosphate déshydrogénase, (8) ln N-acé- 
tylornithine-6-aminotransférase, et (9) l'acétylornithine désacétylase. L'ornithine 
peut aussi être synthétisée par la Réaction (10), catalysée par l'ornithine-6-amino- 
transférase, L'ornithine est transformée en arginine (11) par le cycle de l'urée (Fig. 
DE Déa-tinnc 9.41 
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HO H 
5-Enolpyruvylshikimate- 
3-phosphate 
FIGURE 26-62 Biosynthèse du chorismate, le précurseur des acides 
aminés aromatiques. Les enzymes de la voie sont : (1) la 2-céto-3- 


désoxy-D-arabimoheptulosonate-7-phosphate synthuse, (2) la déshydroqui- 
nate synthase (réaction nécessitant du NAD*, mais qui laisse le NAD* 
inchangé ce qui signifie qu'il y a formation d'un intermédiaire oxydé 


des deux réactions et leurs affinités pour les substrats sont aug- 
mentées d'un à deux ordres de grandeur. L'indole, le produit inter- 
médiaire, ne se trouve pas à l'état libre en solution ; il semble qu'il 
soit séquestré par l'enzyme. 

La structure par rayons X de la tryptophane synthase de Sa/- 
monella typhimurium, déterminée par Craig Hyde, Edith Miles 
et David Davies explique cette dernière observation, La pro- 
téine forme un complexe &-B-f-@ ayant une symétrie d'ordre 
deux et long de 150 À (Fig. 26-64) dans lequel les sites actifs 


comme dans la réaction de l'UDP-galactose-4-épimérase : Section 17- 
5B), (3) la 5-déshydroquinate déshydratase, (4) la shikimate déshydrogé- 
nase, (5) la shikimate kinase, (6) la 3-énoylpyruvylshikimate-S-phosphate 
synthase, et (7) la chorismate synthase. 


sites actifs sont reliés par un tunnel rempli de solvant, assez 
large pour permettre le passage du substrat intermédiaire, l'in- 
dole. Cette structure inédite suggère la série d'événements sui- 
vants. Le substrat indole-3-glycérol phosphate se lie à la sous- 
unité & grâce à une ouverture dans son site actif, sa « porte de 
devant », et le produit glycéraldéhyde-3-phosphate sort par le 
même chemin. De même, le site actif de la sous-unité B a une 
«porte de devant» qui s'ouvre sur le solvant par laquelle la 
sérine peut entrer et le tryptophane peut sortir. Les deux sites 
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FIGURE 26-64 Représentation en ruban de l'enzyme bifonctionnelle 
tryptophane synthase de S. typhimurium. On ne voit qu'un protomère 
af de cet hétérotétramère affa de symétrie d'ordre 2, La sous-unité œ 
est en bleu, le domaine N-terminal de la sous-unité B est en orange, son 
domaine C-terminal est en rouge, et tous les feuillets B sont en beige. La 
localisation du site actif de la sous-unité & est donnée par son inhibiteur 
compétitif lié, l'indolpropanol phosphate (IPP : modèle éclaté en 
rouge), alors que celle de lu sous-unité P est indiquée par son coenzyme 
PLP (modèle éclaté en jaune). La surface accessible au solvant du tunnel 
long de -25 À reliant les sites actifs des sous-unités « et f est indiquée 
par des points jaunes. Plusieurs molécules d'indole (modèle éclaté en 
vert) ont été introduites par modélisation en tête à queue dans le tunnel, 
ce qui montre que celui-ci est suffisamment large pour permettre au pro- 
duit indole de la sous-unité & de passer dans le tunnel pour accéder au 
site actif de la sous-unité B. {Avec la permission de Craig Hyde, National 
Institutes of Health] 


ter. Michael Dunn a montré que l'élimination d'eau de la base de 
Schiff sérine-PLP sur la sous-unité B pour former une base de 
Schiff intermédiaire aminoacrylate-PLP 


+ 
7-20." 


Base de Schiff aminoacrylate-PLP 


induit une modification conformationnelle qui stimule la sous- 


PES 1 ER, GE D MEN, NX EN ES RS 2 D CT, 


FIGURE 26-65 (Page opposée) Biosynthèse de l’histidine, Les enzymes 
de la voie sont (1) l'ATP phosphoribosyl transférase, (2) la pyrophospho- 
hydrolase, (3) la phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase, (4) la phosphori- 
bosylformimino-5-aminoimidazole carboxamide ribonucléotide isomé- 
rase, (5) l'imidazole glycérol phosphate synthase (une glutamine 
amidotransférase), (6) l'imidazole glycérol phosphate déshydratase, (7) la 
L-histidinol phosphate aminotransférase, (8) l'histidinol phosphate phos- 
phatase, et (9) l’histidinol déshydrogénase. 


. 


unité B pour réagir avec cet intermédiaire conduit alors à la for- 
mation de tryptophane. 

Ce phénomène de guidage préférentiel («channeling ») peut 
être particulièrement important pour l'indole car cette molécule 
non polaire pourrait s'échapper de la cellule bactérienne en diffu- 
sant à travers ses membranes plasmique et externe. Nous avons 
rencontré un phénomène analogue dans les réactions impliquant 
les glutamine amidotransférases (Sections 26-2A et 26-5A) et la 
série de réactions catalysées par l'acide gras syntase, où le produit 
en formation est maintenu à proximité du site actif de l’enzyme 
multifonctionnelle par liaison covalente au bras souple phospho- 
pantéthéine de l’enzyme (Section 25-4C). Le channeling intervient 
aussi dans la biosynthèse en plusieurs étapes des bases puriques et 
pyrimidiques (Sections 28-2A). 


e. Biosynthèse de l’histidine 

Cinq des six atomes de C de l’histidine sont dérivés du 5-phos- 
phoribosyl-a-pyrophosphate (PRPP; Fig. 26-65), un intermé- 
diaire impliqué aussi dans les biosynthèses du tryptophane (Fig. 
26-63, Réaction 2), et des nucléotides puriques (Section 28-1A) et 
pyrimidiques (Section 28-2A). Le sixième atome de C de l’histi- 
dine provient de l’ATP. Les atomes de l'ATP non incorporés dans 
l'histidine sont éliminés sous forme de 5-aminoimidazole-4-car- 
boxamide ribonucléotide (Fig. 26-65, Réaction 5), qui est aussi 
un intermédiaire dans la synthèse des purines (Section 28-1A). 

La biosynthèse peu ordinaire de l'histidine à partir d’une 
purine vient renforcer l'hypothèse d’une vie originelle fondée sur 
l'ARN (Section 1-5C). Comme nous l’avons vu, les résidus His 
sont souvent des constituants des sites actifs des enzymes soit 
comme nucléophiles soit comme catalyseurs acide base. La décou- 
verte des propriétés catalytiques de certains ARN (Section 31-4A) 
suggère que la partie imidazole des purines joue un rôle identique 
dans ces ARN enzymes appelés ribozymes. Cela suggère égale- 
ment que la voie de biosynthèse de l’histidine est un « fossile » de 
la transition vers des formes de vie plus efficaces fondées sur les 
protéines. 


6 M FIXATION DE L'AZOTE 


Les éléments chimiques les plus abondants dans les systèmes 
vivants sont O, H, C, N et P. Les éléments O, H et P se trouvent 
en grandes quantités sous des formes métaboliquement disponibles 
(H,0, O, et P, ). Toutefois, les principales formes disponibles de 
Cet N, CO, et N,, sont extrêmement stables (non réactionnelles) ; 
par exemple, la triple liaison NeN a une énergie de liaison de 945 
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Le seul centre [4Fe-4$] du dimère de la protéine à Fe est situé 
dans une crevasse exposée au solvant entre les deux sous-unités et 
est lié symétriquement aux Cys 97 et Cys 132 des deux sous-uni- 
tés, ce qui donne à la protéine à Fe l'aspect d'un « papillon en fil 
de fer » avec le centre [4Fe-4S] à sa tête. Ses sites de liaison du 
nucléotide sont situés à l'interface entre les deux sous-unités. 

Les sous-unités & et B de la protéine à MoFe se replient de 
manière semblable et s'associent étroitement pour former un 
dimère ufB de symétrie de pseudo-ordre 2, deux dimères s’as- 
sociant moins fortement pour former le tétramère &,B, d'ordre 
2 (Fig. 26-67). Chaque dimère af contient deux centres rédox 
liés : 


1. La paire de centres P (Fig. 26-68a,b), formée de deux 
centres [4Fe-3S] reliés par un ion sulfure supplémentaire formant 
le huitième coin de chacun des centres pour former des structures 
de type cubane, et qui sont réunis par deux ligands thiol de résidu 
Cys, chacun fixant par coordinence un Fe de chaque centre. Quatre 
thiols de Cys supplémentaires fixent par coordinence les quatre Fe 
restants. La position de deux des atomes de Fe dans l'un des 
centres Fe-3S] se modifie lors de l'oxydation, ce qui rompt les 
liaisons entre ces atomes de Fe et l'ion sulfure qui les fixe. À l'état 
oxvdé, ces liaisons sont remplacées, pour un des Fe par un ligand 
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oxygène d'une Ser, et pour l'autre Fe par une liaison au N de 
l'amide d'une Cys. 

2. Le cofacteur FeMo (Fig. 26-68c), qui est formé d'un centre 
{[4Fe-3$] et d'un centre [1Mo-3Fe-3$] réunis par trois ions sulfure. 
L'atome de Mo du cofacteur FeMo se trouve au centre d'un com- 
plexe de coordination octaédrique dont les ligands sont trois soufres 
du cofacteur, un azote du noyau imidazole d'une His, et deux 
atomes d'oxygène d’un ion homocitrate (constituant essentiel du 
cofacteur FeMo) lié : 


Homocitrate 
Le cofacteur FeMo présente une cavité centrale qui, d'après une 
structure par rayons X à haute résolution (1,16 À) de la protéine à 
MoFe d'A. vinelandii, également déterminée par Rees, montre ce 


fa) 


FIGURE 26-68 Groupements prosthétiques de la protéine à MoFe 
de ln nitrogénase, Les molécules sont en modèle éclaté, avec C en vent, 
N en bleu, O en rouge, S en jaune, Fe en orange et Mo en rose.(a) La 
paire de centres P réduite de Xlebsiella pneumoniae. Elle est formée de 
deux complexes [4Fe-3$] unis par un ion sulfure supplémentaire formant 
le huitième coin de chaque structure de type cubane, et reliés par deux 
Lxands thiol de Cys, chacun fixant par coordinence un Fe de chaque 
centre. Quatre thiols de Cys supplémentaires fixent par coordinence les 
quatre mmes de Fe restants, (b) La paire de centres P oxydée à 2 élec- 
trons de Æ. preumoniae. Par comparaison avec la paire de centres P 
réduite de la Partie a, deux des liaisons Fe-S de l'ion sulfure central qui 
unit Les deux centres [4Fe-3$] ont été remplacées, l'une provenant du N 
de l'amide de Cys S7a et l'autre provenant du O de la chaîne latérale de 
Ser 1865, pour lonmer un centre [4Fe-38] (à gauche) et un centre [4Fe— 
A5} 0 drone), qui restent associés par une liaison directe Fe-S et deux 
thiols de Cvs. (ce) Le cofacteur FeMo de À. vinelandii. Il est constitué 
d'un centre {4lFe-3S] et d'un centre {1Mo-3Fe-38] réunis par trois ions 
sullure. Le cofacteur FeMo n'est fixé à la protéine que par deux ligands à 
ses extrémités opposées, un de His 442a à l'atome Mo et l'autre de Cys 


(b) 


(eo) 


bleue), est fixé aux six atomes de Fe centraux du complexe FeMo (lignes 
noires interrompues), {Parties a et b fondées sur des structures par rayons 
X dues à David Lawson, John Innes Centre, Norwich, U.K. Partie c 
d'après une structure par rayons X de Douglas Rees, California Institute 
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qui est probablement un atome d'azote (bien qu'un C ou un O ne 
soit pas à exclure). Cet atome N supposé est fixé aux six atomes 
de Fe centraux du cofacteur FeMo de manière qu'il complète l'en- 
vironnement de coordinence à peu près tétraédrique de chacun de 
ces atomes de Fe. 

Le cofacteur FeMo est 10 À en dessous de la surface de la sous- 
unité & ; aussi pense-1t-on que N, accède à son site de liaison grâce 
à des modifications de conformation de la protéine (se rappeler que 
la myoglobine et l'hémoglobine n'ont pas non plus d'accès direct 
pour qu'O, approche de ses sites de liaison sur l'hème dans ces 
protéines ; Section 10-2). La paire de centres P, qui se trouve aussi 
10 À en dessous de la surface de la protéine, est à l'interface entre 
les sous-unités & et B sur l'axe de pseudo-ordre 2 qui réunit ces 
deux sous-unités. L'axe d'ordre 2 de la protéine à Fe et l'axe de 
pseudo-ordre 2 des protéines à MoFe coïncident au sein de leur 
complexe. 

La nitrogénase hydrolyse deux molécules d'ATP pour chaque 
électron qu'elle transfère. Puisque les sites de liaison du nucléo- 
tide et le centre [4Fe-45] sur la protéine à Fe sont séparés de -20 
À, ce qui est trop pour un couplage direct entre transfert d’élec- 
trons et hydrolyse d'ATP, on postule un couplage allostérique via 
des modifications conformationnelles à l'interface entre sous-uni- 
tés. De fait. des parties de la protéine à Fe ressemblent à celles de 
protéines G, pour lesquelles l'hydrolyse du nucléotide est couplée 
à des modifications de conformation qui contrôlent les effets de la 
protéine (Sections 19-2C et 19-3C), En particulier, deux régions de 
la protéine à Fe, appelées commutateurs («switch») Let I (Fig. 
26-67), sont homologues à celles de Ras (Section 19-3C). La fixa- 
tion de ADP + AIF, à la protéine à Fe induit des modifications 
conformationnelles dans le commutateur 1 qui influencent les 
interactions entre les protéines à Fe et à MoFe, et dans le commu- 
tateur Il qui influencent l’environnement du centre [4Fe-45)]. 

Dans la nitrogénase, le centre [4Fe-4$] de la protéine à Fe 
s'approche à -14 À de la paire de centres P de la protéine à MoFe, 
alors a la paire de centres P et le cofacteur FeMo sont éloignés 
de -13 À. 

Ainsi, la séquence des réactions de transfert d'électrons catalysée 
par la nitrogénase serait 


centre [4Fe-4$] — paire de centres P — cofacteur FeMo = N, 


Il semble donc que le rôle de l'hydrolyse de l'ATP soit de sta- 
biliser une conformation de la protéine à Fe qu'elle ne peut 


adopter d'elle-même et qui facilite le transfert d'électrons du 
centre [4Fe-4$] de la protéine à Fe sur la paire de centres P de 
la protéine à MoFe. 


b. La réduction de N, est énergétiquement coûteuse 

La fixation de l'azote nécessite deux participants en plus de N, 
et de la nitrogénase : (1) une source d'électrons et (2) de l'ATP, Les 
électrons sont fournis soit oxydativement, soit photosynthétique- 
ment, selon les organismes, Ces électrons sont transférés à la fer- 
rédoxine (Section 22-2C), un transporteur d'électrons contenant un 
centre [4Fe-4$] qui transfère un électron à la protéine à Fe de la 
nitrogénase, amorçant ainsi le processus de fixation d'azote (Fig. 
26-69). Deux molécules d'ATP se lient à la protéine à Fe réduite 
et sont hydrolysées pendant que les électrons sont transférés de la 
protéine à Fe à la protéine à MoFe. L'hydrolyse de l'ATP induit un 
changement conformationnel de la protéine à Fe, ce qui modifie 
son potentiel d'oxydo-réduction qui passe de 0,29 à -0,40 V, ren- 
dant l’électron capable de réduire N, (Æ°” pour la demi réaction N, 
+ 6H° + 6e == 2NH, est égal à -0,34 V). 

La véritable réduction de N, se réalise sur la protéine à MoFe 
en trois étapes distinctes, chacune impliquant une paire d'élec- 


trons : 
out — + _ out - 
2H + 2e 2H" + 2 il H 2H° + 2e 
\ / 
N=æN 1 H—N=N—H ee N—N 1e 2NH, 
/ \ 
H H 
Diimine Hydrazine 


Il doit y avoir six transferts d’un électron par molécule de N, fixée 
ce qui nécessite 12 ATP. Bien que le site de liaison de N, soit quasi 
certainement le cofacteur FeMo, on spécule encore sur le méca- 
nisme précis de la fixation de l’azote et de sa réduction . Des 
études théoriques suggèrent que les atomes de Fe du cofacteur 
FeMo disposés en prisme procurent des sites d'interaction favo- 
rables pour N, et ses produits de réduction. De fait, il est semble 
bien que l'atome N censé être fixé au cofacteur FeMo (Fig. 26- 
68c) participe à la réduction de N,. 

La nitrogénase réduit aussi H,0 en H,, qui, à son tour, réagit 
avec la diimine pour redonner N, : 


HN = NH + H,— N, + 2H, 


2ADP + 2P, 


(Ferrédoxine), 4 (Protéine à Fe), |(Protéine à MoFe),4  N, + 8H° 


photosynthèse 
ou transport 
d'électrons 
oxydatif 
(Ferrédoxine),, (Protéine à Fe),,4 | (Protéine à MoFe),  2NH3+ Hs 
2ATP 
8 fois 


FIGURE 26.49 Flux des électrons dans ta réduction de N. catalveée nar la nitrovénace. 


Ce cycle futile qui en résulte est favorisé quand la concentration 
en ATP est faible et/ou la réduction de la protéine à Fe se fait len- 
tement. Cependant, même quand il y a beaucoup d'ATP, le cycle 
continue à former une molécule de H, par N, réduite et il semble 
donc nécessaire à la réaction de la nitrogénase. Le coût total de la 
réduction de N, s'élève donc à 8 électrons transférés et 16 ATP 
hydrolysés (entre 20 et 30 ATP dans des conditions physiolo- 
giques). La fixation de l'azote est donc un processus coûteux en 
énergie ; effectivement, les bactéries qui fixent l'azote dans les 
nodules des racines de petits pois consomment près de 20% de 
l'ATP produit par la plante. 


c. La leghémoglobine protège la nitrogénase de 

l’inactivation par l'oxygène 

La nitrogénase est rapidement inactivée par O,, si bien que 
l’enzyme doit être protégée contre cette substance réactionnelle. 
Les cyanobactéries (bactéries photosynthétiques qui dégagent de 
l'oxygène; Section 1-1A) assurent cette protection en fixant 
l'azote dans des cellules spécialisées non photosynthétiques appe- 
lées hétérocystes, qui ont le Photosystème I mais n’ont pas le Pho- 
tosystème II (Section 24-2C). Dans les nodules des racines des 
légumineuses (Fig. 26-66), la protection est assurée par la synthèse 
symbiotique de leghémoglobine. La partie globine de cette pro- 
téine monomérique (145 résidus) qui fixe l'oxygène est synthéti- 
sée par la plante (une curiosité sur le plan de l'évolution puisque 
toutes les autres globines se trouvent dans le règne animal), alors 
que l'hème est synthétisé par le Rhizobium. La leghémoglobine a 
une très forte affinité pour O;, maintenant ainsi la pO, suffisam- 
ment basse pour protéger la nitrogénase tout en assurant le trans- 
port passif de l'oxygène pour la bactérie aérobie. 
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d. Conférer à des plantes non légumineuses la propriété de 

fixer l’azote révolutionnerait l’agriculture 

Bien que l'azote atmosphérique soit la source ultime 
d'azote pour tous les organismes, la plupart des plantes n’as- 
surent pas la croissance symbiotique des bactéries qui fixent 
l'azote. Elles doivent donc dépendre d'une source d'azote 
« préfixé » comme le nitrate ou l'ammoniac. Ces nutriments 
proviennent de décharges d’éclairs (l’origine de -10 % de N, 
fixée naturellement), de la décomposition de matière orga- 
nique dans le sol, ou d'apport d'engrais. Le processus d’Ha- 
ber, inventé par Fritz Haber en 1910, est un processus chi- 
mique pour fixer l'azote, encore très utilisé pour la 
production d'engrais. Cette réduction directe de N, par H, 
pour former NH, demande des températures de 300 à 
500 °C, des pressions >300 atm, et un catalyseur à base de 
fer. Il est intéressant de noter que l'espacement des atomes 
de Fe à la surface de ce catalyseur ressemble à celui des 
atomes centraux de Fe du cofacteur FeMo (Fig. 26-68c). 

L'un des buts à long terme de l'ingéniérie génétique est 
d'induire les plantes non légumineuses d'intérêt agrono- 
mique à fixer leur propre azote, entreprise complexe qui doit 
conférer à la plante des conditions favorables à la fixation 
de l'azote ainsi que la machinerie enzymatique indispen- 
sable. Cela éviterait aux agriculteurs, en particulier ceux des 
pays en voie de développement, soit d'acheter des engrais, 
soit de laisser leurs champs en jachère (permettant aux légu- 
mineuses de pousser), soit encore de déboiser progressive- 
ment les forêts tropicales, contribuant ainsi significativement 
à l'effet de serre (la pollution par le CO, réchauffant à long 
terme l'atmosphère). 


a 
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1 M Désamination des acides aminés Les acides aminés sont 
les précurseurs de nombreuses subsances azotées comme l'hème, les 
amines physiologiquement actives et le glutathion. Les acides aminés 
en excès sont transformés en intermédiaires courants pour être utili- 
sés comme carburant métabolique. La première étape dans la dégra- 
dation des acides aminés est l'enlèvement de leur groupement a- 
aminé par transamination. Les transaminases nécessitent le phosphate 
de pyridoxal (PLP) et transforment les acides aminés en acides œ- 
cétoniques correspondants. Le groupement aminé est transféré à l’œ- 
cétoglutarate pour donner du glutamate, à l’oxaloacétate pour donner 
de l'aspartate, ou au pyruvate pour donner de l'alanine, Le gluta- 
mate subit ensuite une désamination oxydative par la glutamate 
déshydrogénase (GDH) pour former de l'ammoniac et régénérer de 
l'a-cétoglutarate. L'hyperinsulinisme/hyperammoniémie  (HI/HA), 
une maladie génétique, est due à une mutation du gène de la GDH 
qui rend celle-ci moins sensible à l'inhibition par le GTP. 

28 Le cycle de l’urée Dans le cycle de l’urée, les groupements 
aminés de NH, et de l'aspartate se combinent avec HCO3 pour 
donner de l’urée. Cette voie a lieu dans le foie, en partie dans la 
mitochondrie, et en partie dans le cytosol. Elle commence avec la 
condensation ATP-dépendante de NH, avec HCOS catalysée par la 
carbamyl phosphate synthétase, enzyme possédant un tunnel de 96 
À de long reliant ses trois sites actifs et par lequel passent ses pro- 
duits intermédiaires hautement réactionnels. Le carbamyl phosphate 
résultant réagit avec l’ornithine pour donner de la citrulline, qui se 
combine avec l'aspartate pour donner l'argininosuccinate lequel. à 


son tour, est clivé en fumarate et arginine. L'arginine est ensuite 
hydrolysée en urée qui est excrétée, et en ornithine qui rentre dans 
le cycle de l'urée. Le N-acétylglutamate régule le cycle de l'urée en 
activant allostériquement la carbamyl phosphate synthétase, 

3 M Catabolisme des acides aminés Les acides &-cétoniques 
produits par transamination sont dégradés en intermédiaires du cycle 
de l'acide citrique ou en leurs précurseurs. Les acides aminés leu- 
cine et lysine sont cétogéniques car ils ne sont transformés qu'en 
acétyl-CoA ou acétoacétate, précurseurs des corps cétoniques. Les 
autres acides aminés sont, du moins en partie, glucoformateurs car 
ils sont transformés en pyruvate, oxaloacétate, œ-cétoglutarate, suc- 
cinyl-CoA ou fumarate, précurseurs du glucose, L'alanine, la cys- 
téine, la glycine, la sérine et la thréonine sont transformées en pyru- 
vate, La sérine hydroxyméthyl transférase catalyse la rupture 
PLP-dépendante de la liaison C,—C, de la sérine pour former de la 
glycine. La réaction nécessite le transfert d'un groupement méthy- 
lène à partir du N°,N'°-méthylène-tétrahydrofolate que le tétrahydro- 
folate (THF) obtient du système multienzymatique de clivage de la 
glycine. L'asparagine et l'aspartate sont transformés en oxaloacétate. 
L'a-cétoglutarate est un produit de dégradation de l'arginine, du glu- 
tamate, de la glutamine, de l'histidine et de la proline. La méthio- 
nine, l'isoleucine et la valine sont dégradées en succinyl-CoA. La 
dégradation de la méthionine passe par la formation de S-adénosyl- 
méthionine (SAM), un ion sulfonium qui joue le rôle de donneur de 
méthyle dans de nombreuses réactions de biosynthèse. L'hyperho- 
mocvstéinémie. un facteur de risaue de maladies cardiovasculaires. 
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L. Écrivez la réaction de transamination d'un acide aminé selon la 
notation de Cleland (Section 14-5A). 

2. Les symptômes d'une déficience partielle d'une enzyme du cycle 
de l'urée peuvent être atténués par une alimentation pauvre en protéines, 
Expliquez. 

3. Pourquoi recommande-t-on aux personnes qui consomment beau- 
coup de protéines de boire beaucoup d'eau ? 

4. Un étudiant suivant un régime dépense 10 000 kJ + jour"! alors 
qu'il excrète 40 g d'urée. En supposant que les protéines ont 16% d'azote 
en poids et que leur métabolisme libère 18 kJ + g”!, quel est le pourcentage 
des besoins en énergie de l'étudiant provenant des protéines ? 

S. Pourquoi interdit-on aux phénylcétonuriques de manger des pro- 
duits contenant l'édulcorant aspartame (nom chimique de l'ester méthy- 
lique de la L-aspartyl-L-phénylalanine ? 

6. Montrez que la synthèse de l’hème à partir du PBG tel qu'il est 
marqué dans la Fig. 26-35 conduit à la distribution de marquage donnée 
dans la Fig. 26-32. 

7. Expliquez pourquoi certains médicaments et autres produits chi- 
miques peuvent provoquer une crise de porphyrie intermittente aiguë. 

8. Chez les hétérozygotes pour la protoporphyrie érythropoïé- 
tique, l'activité ferrochélatase résiduelle n'est que de 20 à 30 % et non 
50% comme on s'y attendrait pour une maladie héréditiare autoso- 
mique dominante. Donnez une explication plausible de cette observa- 
tion. 


9, L'un des symptômes du kwashiorkor, maladie due à une défi- 
cience en protéines chez les enfants, est la dépigmentation de la peau et des 
cheveux. Expliquez l'origine biochimique de ce symptôme. 


10, Quelles sont les conséquences métaboliques d'une déficience de 
l'enzyme de désuridylylation chez E. coli? 

11. La Réaction 9 de la Fig. 26-60 montre que la méthionine est syn- 
thétisée chez les micro-organismes par méthylation de l'homocystéine dans 
une réaction où le N°-méthyl-THF est le donneur de méthyle. Cependant, 
lors de la dégradation de la méthionine (Fig. 26-18), sa déméthylation se 
fait en trois étapes où la SAM est un intermédiaire, Expliquez pourquoi 
cette réaction ne se fait pas, en une étape, par la réaction inverse de la réac- 
tion de méthylation. 

*12. Dans le cycle glucose-alanine (Fig. 26-3), le pyruvate issu de la 
glycolyse est transaminé en alanine et exporté dans le foie pour être trans- 
formé en glucose et ramené à La cellule. Expliquez comment une cellule 
musculaire est capable de participer à ce cycle dans des conditions anaé- 
robies (après un effort intense), (N.B. La dégradation de nombreux acides 
aminés donne du NH,). 


13. Dessinez les intermédiaires activés impliqués dans la biosynthèse 
(a) de glutamine à partir de glutamate et (b) d'asparagine à partir d'aspar- 
tate, (c) Donnez un exemple d’une autre activation métabolique d'un grou- 
pement d'acide carboxylique analogue à chacune de ces réactions. 

14. Le tétramère &,f, de la tryptophane synthase catalyse la réaction 
PLP-dépendante de l'indole-3-glycérol phosphate et de la sérine pour for- 
mer le tryptophane (Fig. 26-63, Réactions 5 et 6). Ecrivez les réactions chi- 
miques impliquées dans cette synthèse, y compris la participation du PLP, 
et montrez le flux des électrons par des flèches courbes, Quel est le rôle du 
PLP dans cette réaction ? 


15. Suggérez une explication à la perte du Photosystème Il et la 
conservation du Photosystème 1 par les hétérocystes des cyanobactéries qui 
fixent l'azote, 
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1 M Principales voies et stratégies du métabolisme 
énergétique : Résumé 
2 M Spécialisation d'organes 
A. Le cerveau 
B. Le muscle 
C. Le tissu adipeux 
D. Le foie 
E. Le rein 
3 B Homéostasie métabolique : Régulation de l'appétit, de 
la dépense d'énergie et du poids corporel 
A. La leptine 
8. L'insuline 
C. La ghréline et PYY3-36 
D. Intégration hypothalamique de signaux hormonaux 
E. Contrôle de la dépense d'énergie par la thermogenèse 
adaptative 
F. La leptine résulte-t-elle de l'évolution d'un « gène de 
l'économie » ? 
4 M Adaptation métabolique 
A. Le jeûne 
B. Le diabète sucré 


À ce stade de notre étude nous avons vu les principales voies du 
métabolisme énergétique. Par conséquent, nous sommes en mesure 
d'analyser comment les organismes, les mammifères en particu- 
lier, orchestrent cette symphonie métabolique pour satisfaire leurs 
besoins énergétiques. Au début de ce chapitre nous récapitulerons 
les principales voies métaboliques et leurs systèmes de contrôle, 
après quoi nous étudierons comment ces processus se répartissent 
entre les différents organes du corps, puis nous terminerons en étu- 
diant l'adaptation métabolique, à savoir comment l'organisme 
maintient son équilibre énergétique (l'homéostasie), comment il 
fait face au défi métabolique du jeûne et comment il réagit à la 
perte de contrôle caractéristique du diabète sucré. 


1 M PRINCIPALES VOIES ET STRATÉGIES 
DU MÉTABOLISME ÉNERGÉTIQUE : 
RÉSUMÉ 


La Fig. 27-1 décrit les relations des voies principales du métabo- 
lisme énergétique. Passons en revue ces voies et leurs mécanismes 
de ranteñle 


1. Glycolyse (Chapitre 17) La dégradation métabolique du 
glucose débute par sa transformation en deux molécules de pyru- 
vate avec la synthèse nette de deux molécules d'ATP et de deux 
molécules de NADH. Dans des conditions anaérobies, le pyru- 
vate est transformé en lactate (ou en éthanol chez la levure) afin 
de régénérer le NADH. Cependant, dans des conditions aérobies, 
la glycolyse est suivie d'une oxydation plus poussée du glucose, 
et le NAD* est régénéré par les phosphorylations oxydatives (cf. 
ci-dessous). Le flux de métabolites par la voie glycolytique est 
essentiellement contrôlée par l'activité de la phosphofructoki- 
nase (PFK). Cette enzyme est activée par l'AMP et l'ADP, dont 
les concentrations augmentent avec la demande énergétique, et 
est inhibée par l'ATP et le citrate, dont les concentrations aug- 
mentent quand la demande énergétique diminue, Le citrate, un 
intermédiaire du cycle de l'acide citrique, inhibe également la 
PFK et la glycolyse lorsque le métabolisme aérobie l'emporte 
sur le métabolisme anaérobie, ce qui rend plus efficace l'oxyda- 
tion du glucose (effet Pasteur ; Section 22-4C), et lorsque l'oxy- 
dation des acides gras et/ou des corps cétoniques (également des 
voies aérobies) couvrent les besoins énergétiques (cycle glu- 
cose-acides gras ou effet Randle ; Section 22-4B). La PFK est 
aussi activée par le fructose-2,6-bisphosphate, dont la concen- 
tration est régulée par les taux de glucagon, d'adrénaline et de 
noradrénaline par l'intermédiaire de l'AMPc (Section 18-3F), 
Les taux de F2,6P dans le foie et dans le muscle cardiaque sont 
inversement régulés : une augmentation de la [AMPc] entraîne 
une baisse de la [F2,6P] dans le foie et une augmentation de la 
[F2,6P] dans le muscle cardiaque, Cependant, la [F2,6P] dans le 
muscle squelettique n'est pas influencée par des modifications 
de la [AMPc]. 

2. Gluconéogenèse (Section 23-1) Les mammifères peuvent 
synthétiser le glucose à partir de nombreux précurseurs, dont le 
pyruvate, le lactate, le glycérol, et les acides aminés glucoforma- 
teurs (mais pas les acides gras), grâce à des voies que l'on trouve 
essentiellement dans le foie et le rein. La plupart de ces précur- 
seurs sont transformés en oxaloacétate qui, à son tour, est trans- 
formé en phosphoénolpyruvate puis, par une série de réactions qui 
correspondent essentiellement à la glycolyse en sens inverse, en 
glucose, Les réactions irréversibles de la glycolyse, celles cataly- 
sées par la PFK et l'hexokinase, sont contournées dans la gluco- 
néogenèse par des réactions d’hydrolyse catalysées respectivement 
par la fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) et la glucose-6-phos- 
phatase, La FBPase et la PFK peuvent être simultanément partiel- 
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FIGURE 27-1 Voies principales du métabolisme énergétique. 


important dans la régulation de la vitesse et de la direction des flux 
de LS et de la gluconéogenèse (Sections 17-4F et 23-1B). 
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D sion de rm résultant de l'activation du cycle de 
Macide citrique lors de l'oxydation des acides gras inhibe la PFK- 
2 et la PFK (Tableau 23-1). La phosphoénolpyruvate carboxyki- 
na {PEPCK) contourne la troisième réaction irréversible de la 
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3. Glycogénolyse et glycogenèse (Chapitre 18) Le glycogène, 
forme de stockage du glucose chez les animaux, se trouve essen- 
tiellement dans le foie et dans le muscle. Sa transformation en glu- 
cose-6-phosphate (G6P), qui précède la glycolyse dans le muscle 
et sa transformation en glucose dans le foie, est catalysée en par- 
tie par la glycogène phosphorylase, alors que sa synthèse est assu- 
rée par la glycogène synthase. Ces enzymes sont régulées par des 


l'intermédiaire de l'AMPc, et 
par l'insuline (Sections 18-3E et 19-4F), Ainsi, le rapport gluca- 

gon-insuline est un facteur capital pour déterminer la vitesse et la 
direction du métabolisme du glycogène. 


4. Dégradation et synthèse des acides gras (Sections 25-1 à 
25-5) Les acides gras sont dégradés par tranches d'unités C; en 
acétyl-CoA grâce à la B oxydation. Ils sont synthétisés à partir de 
ce métabolite par une voie différente. L'activité de la B oxydation 
dépend de la concentration en acides gras. Celle-ci dépend à son 
tour de l’activité de la triacylglycérol lipase hormono-sensible du 
tissu adipeux, qui est stimulée, via des réactions de phosphoryla- 
tion/déphosphorylation AMPc-dépendantes, par le glucagon et 
l'adrénaline, mais inhibée par l'insuline, La vitesse de synthèse 
des acides gras varie avec l'activité de l'acétyl-CoA carboxylase, 
qui est activée par le citrate et déphosphorylation insulino-dépen- 
dante, et inactivée par le palmityl-CoA, le produit de la voie, et par 
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acides gras est aussi régulée à long terme par la modification des 
vitesses de synthèse des enzymes impliquées dans le processus, 
stimulées par l'insuline et inhibées par le jeûne. Le rapport gluca- 
gon-insuline est donc d'importance primordiale pour déterminer 
la vitesse et la direction du métabolisme des acides gras. 

5. Cycle de l’acide citrique (Chapitre 21) Le cycle de l'acide 
citrique oxyde l'acétyl-CoA, produit de dégradation commun du 
glucose, des acides gras, des corps cétoniques, et des acides ami- 
nés cétogènes, en CO, et H,0 avec formation concomitante de 
NADH et de FADH,. De nombreux acides aminés glucoformateurs 
peuvent aussi être oxydés via le cycle de l'acide citrique après 
avoir été transformés finalement en pyruvate et acétyl-CoA, par- 
fois par cataplérose (épuisement) d'un des intermédiaires du cycle 
de l'acide citrique (Section 21-5). Les activités des enzymes régu- 
latrices du cycle de l'acide citrique, la citrate synthase, l'isocitrate 
déshydrogénase et l'a-cétoglutarate déshydrogénase, dépendent de 
la disponibilité en substrat et sont rétro-inhibées par les intermé- 
diaires du cycle, le NADH et l'ATP. 

6. Phosphorylations oxydatives (Chapitre 22) Cette voie 
mitochondriale oxyde le NADH et le FADH, en NAD* et FAD 
avec synthèse couplée d'ATP. La vitesse des phosphorylations 
oxydatives, qui est étroitement associée aux flux métaboliques de 
la glycolyse et du cycle de l'acide citrique, est fortement dépen- 
dante des concentrations en ATP, ADP et P, ainsi que de l'O.. 

7. Voie des pentoses phosphate (Section 23-4) Le rôle de 
cette voie est d'assurer la production de NADPH utilisé dans les 
voies de biosynthèse réductrice, ainsi que la synthèse du ribose-5- 
phosphate précurseur de nucléotides, par oxydation du G6P. La 
réaction dont dépend le flux de cette voie est catalysée par la glu- 
cose-6-phosphate déshydrogénase, dont l'activité dépend de la 
disponibilité en NADP*. La possibilité qu'ont les enzymes de faire 
la distinction entre le NADH, principalement utilisé dans le méta- 
bolisme énergétique, et le NADPH, permet au métabolisme éner- 
gétique et aux voies de biosynthèse d'être régulés indépendam- 
ment. 


8. Dégradation et synthèse des acides aminés (Sections 26- 
1 à 26-5) Les acides aminés en excès peuvent être dégradés en 
intermédiaires métaboliques communs. La plupart de ces voies 
débutent par la transamination d'un acide aminé qui donne l'acide 
a-cétonique correspondant accompagné du transfert final du grou- 
pement aminé à l'urée via le cycle de l’urée. La leucine et la lysine 
sont des acides aminés cétogènes car ils ne peuvent être transfor- 
més qu'en acétyl-CoA ou en acétoacétate, et ne sont donc pas des 
précurseurs du glucose. Les autres acides aminés sont glucofor- 
mateurs car ils peuvent, du moins en partie, être transformés en 
l'un des précurseurs du glucose, à savoir le pyruvate, l’oxaloacé- 
tate, l'a&-cétoglutarate, le succinyl-CoA ou le fumarate, Cinq 
acides aminés sont à la fois glucoformateurs et cétogènes. Les 
acides aminés essentiels sont ceux qui ne peuvent être synthétisés 
par l'animal lui-même ; ils doivent provenir de sources végétales 
ou microbiennes. Les acides aminés non essentiels peuvent être 
synthétisés par les animaux à partir de groupements aminés pré- 
formés, grâce à des voies généralement plus simples que celles qui 
permettent la synthèse des acides aminés essentiels. 
Deux composés se trouvent à la croisée des voies métaboliques 
précédentes : l'acétyl-CoA et le pyruvate (Fig. 27-1). L'acétyl-CoA 
est le produit de dégradation commun de la plupart des combus- 


A 


téines. Son groupement acétyle peut être oxydé en CO, et H,0 via 
le cycle de l'acide citrique et les phosphorylations oxydatives, ou 
être utilisé pour la synthèse des acides gras. Le pyruvate est le pro- 
duit de la glycolyse, de la déshydrogénation du lactate, et de la 
dégradation de certains acides aminés. Il peut subir une réaction de 
décarboxylation oxydative pour donner de l'acétyl-CoA, enga- 
geant ainsi ses atomes de carbone dans une voie oxydative ou dans 
la voie de biosynthèse des acides gras. Alternativement, il peut être 
carboxylé par la pyruvate carboxylase pour donner de l'oxaloacé- 
tate qui, à son tour, ou bien rejoint les intermédiaires du cycle de 
l'acide citrique ou bien entre dans la voie de la gluconéogenèse via 
le phosphoénolpyruvate, court-circuitant ainsi une étape irréver- 
sible de la glycolyse. Le pyruvate est donc le précurseur de plu- 
sieurs acides aminés ainsi que du glucose. 

Les voies que nous venons de mentionner se déroulent dans des 
compartiments cellulaires spécifiques. La glycolyse, la glycoge- 
nèse et la glycogénolyse, la biosynthèse des acides gras et la voie 
des pentoses phosphate sont essentiellement, voire complètement, 
cytosoliques, tandis que la dégradation des acides gras, le cycle de 
l'acide citrique et les phosphorylations oxydatives se déroulent 
dans les mitochondries. Certaines phases de la gluconéogenèse et 
de la dégradation des acides aminés se font dans chacun de ces 
compartiments. Le flux de métabolites à travers les membranes qui 
les compartimentent dépend, dans la plupart des cas, de transpor- 
teurs spécifiques dont l'activité est régulée. 

Le nombre considérable de réactions enzymatiques qui ont lieu 
simultanément dans chaque cellule (Fig. 16-1) doit être coordonné 
et strictement contrôlé pour satisfaire les besoins cellulaires. Une 
telle régulation s'exerce à différents niveaux. Les communications 
intercellulaires qui régulent le métabolisme font intervenir cer- 
taines hormones, dont l'adrénaline, la noradrénaline, le glucagon 
et l'insuline ainsi qu’une série d'hormones stéroïdes appelées glu- 
cocorticoïdes (leurs effets sont étudiés dans la Section 19-1G). 
Ces signaux hormonaux déclenchent diverses réponses cellulaires, 
dont la synthèse de seconds messagers tels que l'AMPc à court 
terme et la modulation de la vitesse de synthèse des protéines à 
long terme. A l'échelle moléculaire, les vitesses des réactions 
enzymatiques sont contrôlées par phosphorylation/déphosphoryla- 
tion par l'intermédiaire de cascades de réactions amplificatrices, 
par des réponses allostériques déclenchées par des effecteurs, qui 
sont généralement précurseurs ou produits de la voie contrôlée, et 
par la disponibilité en substrat. Le système qui assure la régulation 
de voies anaboliques et cataboliques opposées est conçu de sorte 
que ces voies sont régulées réciproquement. 

Toutes les voies évoquées ci-dessus sont, d’une manière ou 
d'une autre, influencées par les besoins en ATP, lesquels se reflè- 
tent dans la concentration intracellulaire en AMP. Plusieurs 
enzymes sont activées ou inhibées allostériquement par l'AMP et 
plusieurs autres sont phosphorylées par la protéine-kinase AMP- 
dépendante (AMPK, appelée jauge de combustible de la cellule). 
Les cibles de l'AMPK comprennent les isozymes cardiaque et 
inductible de l'enzyme bifonctionnelle PFK-2/FBPase-2, qui 
contrôle la concentration en F2,6P (Sections 18-3F et 22-4C). La 
phosphorylation de ces isozymes active leur activité PFK:-2, ce qui 
augmente la concentration en F2,6P, lequel active la PFK et la gly- 
colyse. Ainsi, lorsqu'il y a trop peu d'oxygène pour maintenir une 
concentration adéquate en ATP par les phosphorylations oxyda- 
tives, l'accumulation d'AMP fait passer la cellule en glycolyse 
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L'AMPK phosphoryle également la triacylglycérol lipase hor- 
mono-sensible, ce qui l’active (Section 25-5). La disponibilité en 
acides gras à oxyder augmente, ce qui procure un autre moyen de 
fournir de l'ATP. La phosphorylation AMPK-dépendante inhibe 
par contre d'autres enzymes, comme l'acétyl Co-carboxylase 
(ACC; elle catalyse la première réaction d'engagement dans la 
synthèse des acides gras ; Section 25-4B), l'hydroxyméthylgluta- 
ryl-CoA réductase (HMG-CoA réductase ; elle catalyse la réaction 
d'engagement dans la biosynthèse du cholestérol ; Section 25-6B), 
et la glycogène synthase (qui catalyse la réaction d'engagement 
dans la synthèse du glycogène ; Section 18-3D), Ainsi, lorsque la 
vitesse de production d'ATP ne suffit pas, ces voies biosynthé- 
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tiques sont coupées afin de préserver l'ATP pour couvrir les 
besoins cellulaires les plus vitaux. 


2 M SPÉCIALISATION D'ORGANES 


Les différents organes exercent des fonctions métaboliques et 
physiologiques différentes. Nous étudions dans cette section 
comment sont assurés les besoins particuliers des organes de 
mammifère et comment leurs aptitudes métaboliques sont coor- 
données pour répondre à ces besoins. Nous étudierons plus par- 
ticulièrement le cerveau, le muscle, le tissu adipeux, le foie et le 
rein (Fig. 27-2). 
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voies qui prédominent chez le sujet bien nourri, quand le glucose, les 
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A. Le cerveau 


Le tissu cérébral a une intensité respiratoire remarquablement éle- 
vée. Ainsi, le cerveau humain ne représente que -2 % de la masse 
totale du corps adulte mais est responsable de -20% de sa 
consommation en O, à l'état de repos. De plus, cette consomma- 
tion est indépendante de l'activité mentale; elle varie peu selon 
que l'on dorme ou que l'on se concentre intensément pour étudier, 
disons, la biochimie. La plus grande partie de la production éner- 
gétique du cerveau est utilisée pour faire fonctionner la (Na*-K*) 
ATPase de la membrane plasmique (Section 20-3A), qui maintient 
le potentiel de membrane indispensable à la transmission de l'in- 
flux nerveux (Section 20-$). Ainsi, la respiration de tranches de 
cerveau est diminuée de plus de 50 % par l'ouabaïne, inhibiteur de 
la (Na*-K*) ATPase (Section 20-3A). 

En conditions habituelles, le glucose est le seul «combus- 
tible » du cerveau (bien qu'en cas de jeüne prolongé, le cerveau 
consomme de plus en plus de corps cétoniques : Section 27-4A). 
En réalité, les cellules cérébrales ne mettant en réserve que très 
peu de glycogène, elles ont besoin d'un apport constant en glu- 
cose sanguin. Une glycémie inférieure à la moitié de la valeur 
normale de -5 mAf entraîne un dysfonctionnement du cerveau. 
Des taux encore plus bas, causés par exemple par un large excès 
d'insuline, entraînent le coma, des lésions irréversibles, et fina- 
lement la mort. L'une des principales fonctions du foie est pré- 
cisément d'assurer une glycémie constante (Sections 18-3F et 27- 
2D). 


B. Le muscle 


Les principaux combustibles du muscle sont le glucose à partir de 
glycogène, les acides gras et les corps cétoniques, Contrairement 
au cerveau, le muscle au repos chez le sujet bien nourri synthétise 
une réserve en glycogène comprise entre 1 et 2% de sa masse. Le 
glycogène est une forme de stockage d'énergie facilement mobili- 
sable par le muscle car il est rapidement transformé en G6P pour 
être glycolysé (Section 18-1). 

Le muscle ne peut exporter de glucose car il n'a pas de glu- 
cose-6-phosphatase. Cependant, le muscle sert de réserve énergé- 
tique à l'organisme car, en cas de jeûne, ses protéines sont dégra- 
dées en acides aminés, dont beaucoup sont transformés en 
pyruvate qui, à son tour, est transaminé en alanine. L'alanine est 
ensuite exportée par le courant sanguin jusqu'au foie qui la trans- 
amine en retour en pyruvate, précurseur du glucose. On parle de 
cycle glucose-alanine (Section 26-1A). 

Le muscle n'assurant pas la gluconéogenèse, il ne possède 
pas le système régulateur de ce processus que l'on trouve dans 
des organes gluconéogéniques comme le foie et le rein. Le 
muscle n'a pas de récepteurs du glucagon qui, rappelons-le, pro- 
voque une augmentation de la glycémie (Section 18-3F). Cepen- 
dant, le muscle a des récepteurs de l'adrénaline (récepteurs B- 
adrénergiques; Section 19-1F) qui, par l'intermédiaire de 
l'AMPc, contrôlent le système de cascades de phosphoryla- 
tion/déphosphorylation qui régule la glycogenèse et la glycogé- 
nolyse (Section 18-3). C'est le même système de cascades qui 
contrôle la compétition entre glycolyse et gluconéogenèse dans 
le foie en réponse au glucagon. 


Le muscle cardiaque et le muscle squelettique ont chacun des 
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l'isozyme du muscle cardiaque a des conséquences opposées à 
celles observées pour l'isoenzyme du foie, l’isoenzyme du muscle 
squelettique n'étant pas contrôlée par phosphorylation (Section 
18-3F). Ainsi, suite à une augmentation de [AMPc], la concentra- 
tion de F2,6P du muscle cardiaque augmente alors qu'elle diminue 
dans le foie. De plus, l'isoenzyme pyruvate kinase du muscle, qui 
catalyse la dernière réaction de la glycolyse, n'est pas soumise à 
un cycle de phosphorylation/déphosphorylation comme l'isoen- 
zyme du foie (Section 23-1B). Ainsi, alors qu'une augmentation 
d'AMPc dans le foie stimule la glycogénolyse et la gluconéoge- 
nèse, ce qui permet au glucose d'être exporté, une augmentation 
d'AMPc dans le muscle cardiaque active la glycogénolyse et la 
glycolyse, ce qui entraîne une consommation de glucose. Par 
conséquent, l'adrénaline, qui prépare l'organisme à l'action (se 
battre ou s'enfuir), joue un rôle différent de celui du glucagon qui, 
de concert avec l'insuline mais en sens opposé à celle-ci, régule 
la glycémie. 


La contraction musculaire est anaérobie en cas d'activité 

intense 

La contraction musculaire nécessite l'hydrolyse de l’ATP (Sec- 
tion 35-3B) et dépend donc, en dernier ressort, de la respiration. 
Au repos, le muscle squelettique utilise -30 % de l'O, consommé 
par le corps humain. La vitesse de respiration d'un muscle peut 
augmenter jusqu'à 25 fois en réponse à un travail intense. Cepen- 
dant, sa vitesse d'hydrolyse de l'ATP peut augmenter d'un facteur 
bien supérieur. Initialement, l'ATP est régénéré par la réaction, 
catalysée par la créatine kinase, de l'ADP avec la phosphocréatine 
(Section 16-4C): 


Phosphocréatine + ADP == créatine + ATP 


(la phosphocréatine est resynthétisée dans le muscle au repos par 
la réaction inverse). Cependant, en cas d'exercice maximum, un 
sprint par exemple, un muscle ne dispose d’une réserve de phos- 
phocréatine que pour 4 s environ. Il doit donc produire de l’ATP 
par glycolyse du G6P issu de la glycogénolyse, un processus 
dont le flux maximum est très supérieur à ceux du cycle de 
l'acide citrique et des phosphorylations oxydatives. Une grande 
partie de ce G6P se trouve donc dégradé anaérobiquement en 
lactate (Section 17-3A) qui, via le cycle des Cori (Section 23- 
IC), est exporté par voie sanguine jusqu'au foie où il redonne 
du glucose par la gluconéogenèse en utilisant l'ATP régénéré par 
les phosphorylations oxydatives. Ainsi, les muscles confient 
beaucoup de leur «charge respiratoire » au foie, retardant ainsi 
le processus de consommation en oxygène, phénomène appelé 
dette en oxygène. 


La fatigue musculaire joue un rôle 

La fatigue musculaire, définie comme l'impossibilité pour un 
muscle de maintenir un effort énergétique donné, survient en -20 
s en cas d'exercice maximum. Cette fatigue n'est pas due à l'épui- 
sement des réserves en glycogène. Elle résulte en fait de la forma- 
tion de protons par la glycolyse qui peut abaisser le pH intramus- 
culaire de 7,0, valeur au repos, jusqu'à 6,4 (la fatigue n'est pas 
due, comme on le dit souvent, à une accumulation de lactate seul, 
car des muscles peuvent fournir une grande quantité de travail en 
présence de lactate à fortes concentrations si le pH est maintenu 
proche de 7,0). Le mécanisme par lequel une acidité élevée cause 
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lisme ferait défaut chez les souris ob/ob, et c'est le récepteur de ce 
facteur qui manquerait chez les souris dh/db. 

Le gène OB de souris code une protéine monomérique de 146 
résidus appelée leptine (du grec leptos, mince : Fig. 27-4), dont la 
séquence n'est apparentée à aucune protéine connue. La leptine, 
découverte par Jerry Friedman, n'est exprimée que par les adipo- 
cytes, qui informeraient de cette manière le cerveau sur la quantité 
de graisse corporelle. Ainsi, l'injection de leptine à des souris 
oblob les fait manger moins et perdre du poids. En fait, les souris 
oblob traitées à la leptine et mises au régime hypocalorique per- 
dent 50% de poids en plus que les souris soumises au même 
régime, mais non traitées. Ceci suggère que cette restriction ali- 
mentaire à elle seule ne peut rendre compte de la perte de poids 
induite par la leptine, Celle-ci semble donc contrôler également la 
dépense énergétique. 

L'injection de leptine est sans effet sur les souris db/db, d'où 
l'hypothèse que le gène db code un récepteur de la leptine défi- 
cient. Le gène codant le récepteur de la leptine a été identifié à par- 
tir d'une bibliothèque d'ADNec d'une région du cerveau de souris 
fixant spécifiquement la leptine, et en isolant de cette bibliothèque 
un clone exprimant le récepteur, sur base de sa capacité à lier la 
leptine (les techniques de clonage de gènes sont exposées dans la 
Section 5-5). Ce gène, qui est en fait le gène DB, code une pro- 
téine appelée OB-R (pour « OB receptor ») qui n'aurait qu'un seul 
segment transmembranaire et un domaine extracellulaire sem- 
blable aux récepteurs de certaines cytokines (protéines qui régu- 
lent la différenciation, la prolifération et les activités de diverses 
cellules sanguines ; Section 19-3E). 

La protéine OB-R, découverte par Louis Tartaglia, se présente 
sous au moins six formes, résultant d'un épissage différentiel 
(expliqué dans la Section 31-4A), dont l'expression est histo-spé- 
cifique. Chez la souris normale, l'hypothalamus exprime de 
grandes quantités d'une variante d'épissage de l'OB-R possédant 
un segment cytoplasmique de 302 résidus. Cependant, chez les 
souris dh/db ce segment ne fait que 34 résidus, amputation due à 
la présence d'un site d'épissage anormal, d'où l'impossibilité pour 
ce OB-R muté de transmettre le signal leptine. Le contrôle exercé 
par la leptine sur le poids corporel dépendrait donc de la trans- 
duction d'un signal résultant de la liaison de cette hormone à la 
protéine OB-R dans l'hypothalamus (la transduction du signal est 
étudiée au Chapitre 19). 

La séquence de la leptine humaine est identique à 84% à 
celle de souris. La mesure des concentrations sériques de leptine, 
par radioimmunodosage (Section 19-IA), chez des sujets 
humains normaux ou obèses a montré que, dans ces deux 
groupes, la concentration de leptine augmente avec le pourcen- 
tage de graisse corporelle, tout comme le fait le contenu de leurs 
adipocytes en ARNm ob. De plus, lorsque les obèses perdent du 
poids, on voit diminuer leur concentration sérique de leptine et 
le contenu de leurs adipocytes en ARNm ob. Ceci suggère que 
la plupart des obèses produisent suffisamment de leptine, mais 
manifestent une «résistance à la leptine ». Puisque celle-ci doit 
franchir la barrière hémato-encéphalique pour exercer ses effets 
sur l'hypothalamus, on a proposé que ce passage est saturable et 
limite l'entrée de fortes concentrations de leptine dans le cer- 
veau, Les hautes concentrations de leptine trouvées chez les 
obèses ne sont cependant pas sans effet. L'OB-R est aussi pré- 
sent dans les tissus périphériques, où la leptine agit également. 


FIGURE 27-4 Structure par rayons X de la leptine E-100 humaine. 
Cette protéine mutante (WIO0E) à une activité comparable à celle de la 
leptine normale mais cristallise plus facilement. Noter que cette protéine 
monomérique de 146 résidus à un seul domaine forme un faisceau de 
quatre hélices en disposition « haut-haut-bas-bas », comme le font plu 
sieurs cytokines et facteurs de croissance (Fig. 19-9), Une lisison disul 
fure unit les chaînes latérales de Cys 96 et de Cys 146 (C en vert et 5 en 
jaune). [Avec la permission de Faming Zhang, Eli Lilly & Co, Indiana 
polis, Indian] 


Bien qu'elle n'empêche pas l'obésité, cette hormone stimule 
directement l'oxydation des acides gras et inhibe l'accumulation 
de lipides dans les tissus non adipeux. Ces actions de la leptine 
résultent de la stimulation de la protéine-kinase AMP-dépendante 
(AMPK), qui phosphoryle et ainsi inactive l'acétyl CoA-car- 
boxylase (ACC). Ceci réduit la concentration en malonyl-CoA, 
ce qui diminue l'inhibition qu'elle exerce sur la carnitine palmi- 
toyltransférase 1, laquelle transporte les acyl-CoA dans la mito- 
chondrie en vue de leur oxydation (Section 25-5). La fonction 
de la leptine dans les tissus périphériques est étudiée dans la Sec- 
tion 27-3F. 

De rares sujets obèses manquent de leptine, comme les souris 
oblob. On a décrit dans une même famille consanguine (issue des 
mêmes ancêtres) deux enfants très obèses (ils sont cousins et les 
deux paires de parents sont cousins) homozygotes pour un gène 
OB anormal. Ces enfants, un de 86 kg à l'âge de 8 ans et un de 
29 kg à 2 ans, avaient de formidables appétits. Leur gène OB est 
porteur d'une délétion d'un G du codon 133, d'où un changement 
du cadre de lecture susceptible de rendre la leptine mutante biolo- 
giquement inactive. De plus, ils n’ont que —-10 % de la concentra- 
tion normale en leptine sérique. Leurs symptômes ont régressé suit 
à l'injection de leptine. 
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Les nucléotides, comme nous l'avons vu, sont des substances bio- 
logiques ubiquitaires qui participent à presque tous les processus 
biochimiques. Ce sont les unités monomériques de l'ARN et de 
l'ADN ; l'hydrolyse de l’ATP et du GTP assure de nombreux pro- 
cessus énergie-dépendants ; les niveaux d'ATP, d'ADP, et d'AMP 
régulent de nombreuses voies métaboliques ; l’AMPc et le GMPc 
relaient la signalisation hormonale ; et le NAD*, le NADP*, le 
FMN, le FAD, et le coenzyme A sont des coenzymes essentiels à 
un grande nombre de réactions enzymatiques. L'importance des 
nucléotides dans le métabolisme cellulaire est soulignée par le fait 
que pratiquement toutes les cellules peuvent les synthétiser soit de 
novo soit par dégradation des acides nucléiques. Dans ce chapitre, 
nous étudierons le mécanisme de leur biosynthèse, Ce faisant, 
nous verrons comment ils sont régulés et quelles sont les consé- 
quences de leur blocage, que ce soit par déficience génétique ou 
après administration d'agents chimiothérapeutiques. Nous étudie- 
rons ensuite la dégradation des nucléotides. Enfin, nous passerons 
en revue la synthèse des coenzymes nucléotidiques. 


Métabolisme 
des nucléotides 


1 M SYNTHÈSE DES RIBONUCLÉOTIDES 
PURIQUES 


Dans cette section, nous commençons l'étude de la synthèse des 
acides nucléiques et de leurs constituants par la description de la 
synthèse des ribonucléotides puriques. En 1948, John Buchanan 
obtint les premiers renseignements sur ce mécanisme de novo en 
donnant à manger à des pigeons une série de composés marqués 
par des isotopes et en déterminant chimiquement les positions des 
atomes marqués dans l'acide urique (une purine) qu'ils excré- 
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Il choisit des oiseaux pour ces expériences car ces animaux 
excrètent l'azote perdu presque entièrement sous forme d'acide 
urique, substance insoluble dans l'eau et donc facile à isoler. Les 
résultats de ses expériences, résumés dans la Fig. 28-1, mon- 
traient que le N1 des purines provient du groupement amine de 
l'aspartate ; les C2 et C8 proviennent du formiate ; N3 et N9 sont 
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FIGURE 28-1 Origines biosynthétiques des atomes du cycle purique. 


Noter que C4, C5 et N7 proviennent d'une seule molécule de glycine 
mais aue chacun des autres atomes est issu d'un précurseur indépendant. 
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fournis par le groupement amide de la glutamine ; C4, CS et N7 
sont issus de la glycine (ce qui suggère que cette molécule est 
entièrement incorporée dans le noyau purine); et C6 vient de 
HCO, (CO,). 

La voie exacte qui permet à ces précurseurs d'être incorporés 
dans le noyau purique, décrite dans la Section 28-1A, a été éluci- 
dée par les recherches subséquentes de Buchanan et de G. Robert 
Greenberg. Ces travaux ont montré que le dérivé purique synthé- 
tisé en premier est l’inosine monophosphate (IMP), 
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le nucléotide dont la base est l'hypoxanthine, L'AMP et le 
GMP sont ensuite synthétisés à partir de cet intermédiaire par 
des voies séparées (Section 28-1B). Ainsi, contrairement à une 
hypothèse un peu simpliste, les purines sont synthétisées initia- 
lement sous forme de ribonucléotides et non sous forme de 
bases libres. D'autres travaux ont montré que la biosynthèse des 
nucléotides puriques fait intervenir le même mécanisme chez 
des organismes aussi distants que E. coli, la levure, le pigeon 
et l'homme, ce qui démontre, une fois de plus, l'unité biochi- 
mique de la vie. 


A. Synthèse de l’inosine monophosphate 


L'IMP est synthétisé par une voie qui comporte 11 réactions (Fig. 
28-2): 


1. Activation du ribose-5-phosphate. La molécule de départ 
pour la synthèse des purines est l'&-D-ribose-5-phosphate (R5P), 
un des produits de la voie des pentoses phosphate (Section 23-4). 
Lors de la première étape de la biosynthèse des purines de novo, 
la ribose phosphate pyrophosphokinase (aussi appelée phos- 
phoribosylpyrophosphate synthétase) active le RSP en présence 
d'ATP pour former le 5-phosphoribosyl-a-pyrophosphate 
(PRPP). Cette réaction, qui implique l'attaque nucléophile du Py 
de l'ATP par le groupement C1—OH du RSP, est inhabituelle car 
un groupement pyrophosphoryle est transféré directement de 
l'ATP au C1 du RSP et le produit présente une configuration ano- 
mérique en &. Le PRPP est aussi un précurseur dans la biosynthèse 
des pyrimidines (Section 28-2A) et des acides aminés histidine et 
tryptophane (Section 26-5B). Ainsi, comme on peut s'y attendre 
d'une enzyme au carrefour de voies de biosynthèse si importantes, 
l’activité de la ribose phosphate pyrophosphokinase varie en fonc- 
tion des concentrations de nombreux métabolites, dont le PP, et le 
2,3-bisphosphoglycérate, qui sont des activateurs, et l'ADP et le 
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tion de la biosynthèse des nucléotides puriques est étudiée dans la 
Section 28-I1C. 

2. Incorporation de l'atome N9 du cycle purique. L'ami- 
dophosphoribosyl transférase (ou glutamine PRPP amino- 
transférase ; ou PurF d'après le gène purF qui la code chez 
E. coli) catalyse le déplacement du groupement pyrophosphate 
du PRPP par l'azote du groupement amide de la glutamine pour 
donner la B-5-phosphoribosylamine (PRA). Il s'agit de la pre- 
mière réaction spécifique à la biosynthèse de nova des purines 
(certains la considèrent donc comme la première réaction de la 
voie, qui n’en compterait alors que 10). Ce processus se déroule 
en deux étapes consécutives sur des sites actifs différents de l'en- 
zyme : 

1. Glutamine + H,0 — acide glutamique + NH; 

2. NH, + PRPP Æ PRA + PP, 


L'étape 1 est catalysée par un membre de la famille des amido- 
transférases nucléophiles N-terminales (Ntn) (Section 26-SA), Au 


FIGURE 28-2 (Page opposée) Voie de biosynthèse de novo de 

l'IMP, Le résidu purine est construit sur un cycle ribose en 11 réactions 
enzymatiques. La structure par rayons X de toutes les enzymes, sauf 
celle qui catalyse la Réaction 5, est montrée à l'extérieur de la flèche de 
la réaction correspondante. La chaîne peptidique des enzymes monomé- 
riques est en couleurs étagées de l'extrémité N-terminale (bleu) à l'extré- 
mité C-terminale (rouge). Les enzymes oligomériques, toutes constituées 
de chaînes polypeptidiques identiques, sont vues dans le sens de leur axe 
de rotation, les différentes chaînes étant de couleurs différentes. Les 
ligands fixés sont en modèle compact. L'enzyme 1, de structure détermi- 
née par Sine Larson, Université de Copenhagen, Danemark, est un hexa- 
mère D, de B. subtilis qui fixe l'a.B-méthylène-ADP sur ses sites cataly- 
tiques (rouge) et allostériques (bleu) ; PDBid 1DKU. L'enzyme 2, de 
structure déterminée par Janet Smith, Purdue University, est un tétramère 
D, de B. subrilis qui fixe le GMP (bleu), l'ADP (rouge), et un centre 
[4Fe-45] (orange, qui aurait une fonction régulatrice plutôt que rédox) ; 
PDBid 1AO0, Les structures des enzymes 3 et 6, toutes deux d'E, coli, 
furent déterminées par JoAnne Stubbe, MIT, et Steven Ealick, Cornell 
University ; PDBid 1GSO et ICLL L'enzyme 4, d'E. coli, de structure 
déterminée par Robert Almassy, Agouron Pharmaceuticals, San Diego, 
California, fixe le GAR (bleu-vert) et le 5-déazatétrahydrofolate (rouge) ; 
PDBid 1ICDE. La Réaction 7, chez E. coli, est catalysée par deux 
enzymes agissant successivement, la PurE de Classe 1 (en haut) et la 
PurK (en bas). La PurE de Classe 1, de structure déterminée par JoAnne 
Stubbe, MIT, et Steven Ealick, Cornell University, est un octamère D, 
qui fixe l'AIR (rouge); PDBid 1D7A. PurK, de structure déterminée par 
JoAnne Stubbe, MIT, et Hazel Holden, University of Wisconsin, est un 
dimère C, qui fixe l’'ADP (rouge); PDBid 1B6S. La structure de l'en- 
zyme 8, de levure, fut déterminée par Victor Lamzin, Académie des 
Sciences, Moscou, Russie, et Keith Wilson, EMBL, Hambourg, Alle- 
magne ; PDBid 1A48, L'enzyme 9, de Thermatoga maritima, de structure 
déterminée par Todd Yeates, UCLA, est un tétramère D, : PDBid 

1C3U, Les Réactions 10 et 11 chez le poulet sont catalysées par une 
enzyme bifonctionnelle de structure déterminée par Stephen Benkovic, 
Pennsylvania State University, et Ilan Wilson, The Scripps Research Insti- 
tute, La Jolla, Califomia. Elle forme un dimère C; montré ici avec sa 
fonction transformylase de l'AICAR en haut, et sa fonction cyclohydro- 
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cours de l'étape 2, il y a inversion de la configuration du CI du 
ribose, ce qui confère sa forme anomérique au futur nucléotide. 
Le NH, passe entre les deux sites actifs par un tunnel de 20 À 
de long bordé de résidus non polaires conservés qui n'ont pas 
de groupement autorisant des liaisons hydrogène et n'empêchent 
donc pas la diffusion du NH, [nous avons vu que le NH, pro- 
duit lors de l'hydrolyse de la glutamine est conduit de même 
vers le site actif de son utilisation par la carbamyl phosphate syn- 
thétase (Section 26-2A) et la glutamate synthétase (Section 26- 
SA)]. Ces étapes, qui sont rendues irréversibles par l'hydrolyse 
subséquente du PP, formé, constituent la réaction qui détermine 
le flux de la voie, Il n'est donc pas surprenant que l'amido- 
phosphoribosyl transférase soit rétro-inhibée par les nucléotides 
puriques (Section 28-1C). 


3. Incorporation des atomes C4, CS et N7 du cycle purique. 
Le groupement carboxyle de la glycine forme une amide avec le 
groupement aminé de la PRA, ce qui donne le glycinamide ribo- 
tide (GAR), lors d'une réaction catalysée par la GAR synthétase 
(PurD) et facilitée par la phosphorylation intermédiaire du grou- 
pement carboxyle de la glycine. La réaction, qui est réversible 
malgré l'hydrolyse concomitante de l'ATP en ADP + P: est la seule 
réaction de la voie où plus d’un atome du noyau purique est incor- 
poré. Le fait que la PRA soit chimiquement instable (elle est 
hydrolysée en R5P et NH, avec une demi-vie de 5 s à 37 °C) sug- 
gère que la GAR synthétase et l'amidophosphoribosyl transférase 
s'associent pour canaliser entre elles la PRA. Un modèle, plausible 
aux plans stérique et électrostatique, d'un tel complexe a d’ailleurs 
été construit sur base de la structure par rayons X de ces deux 
enzymes. 

4. Incorporation de l'atome C8 du cycle purique. Le grou- 
pement &-aminé libre du GAR est formylé par la GAR trans- 
formylase (PurN) pour donner le formylglycinamide ribotide 
(FGAR). Le donneur de formyle de cette réaction est le N'°-for- 
myltétrahydrofolate (N'°-formyl-THF), un cofacteur qui transfère 
des unités en C, depuis des donneurs comme la sérine, la gly- 
cine et le formiate, à différents accepteurs dans des réactions de 
biosynthèse (Section 26-4D). Des études structurales et enzyma- 
tiques indiquent que la réaction est assurée par une attaque 
nucléophile par le groupement amine du GAR sur le carbone du 
formyle du N'°-formyl-THE avec la formation d’un intermédiaire 
tétraédrique. 

5. Incorporation de l'atome N3 du cycle purique. Le grou- 
pement aminé de l’amide d'une deuxième glutamine est transféré 
au noyau purique en formation pour donner le formylglycinami- 
dine ribotide (FGAM). Cette réaction, qui est catalysée par la 
FGAM synthétase (PurL), est couplée à l'hydrolyse d'ATP en 
ADP + P. Elle se ferait par le mécanisme représenté dans la Fig. 
28-3. Selon ce mécanisme, l'oxygène de la forme isoamide du 
FGAR réagit avec l'ATP pour donner un ester phosphate intermé- 
diaire. Cet intermédiaire réagit à son tour avec NH, (l'azote du 
groupement amide de la glutamine labilisé par formation transi- 
toire d’une forme thioester de l'enzyme) pour former un adduit 
tétraédrique. L'adduit donne un produit imine, le FGAM, après éli- 
mination de P, De telles réactions, dans lesquelles un oxygène 
d'un carboxamide est remplacé par un groupement imine, sont 
courantes dans la biosynthèse des nucléotides, Par exemple, la 
Réaction 6 de cette voie, et les réactions qui transforment l'IMP en 


des mécanismes similaires, à savoir transformation de l'oxygène 
d'un carboxamide en ester phosphate qui subit une attaque nucléo- 
phile par un atome d'azote d'une amine pour former un adduit 
tétraédrique lequel, à son tour, élimine P, pour former le produit. 

6. Formation du noyau imidazole du cycle purique. Le 
noyau imidazole du cycle purique est fermé par une réaction de 
condensation intramoléculaire ATP-dépendante qui donne le 
5-aminoimidazole ribotide (AIR), dans une réaction catalysée 
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FIGURE 28-3 Mécanisme proposé pour la formylglycinamide ribo- 
tide (FGAM) synthétase. Le domaine glutaminase de l'enzyme contient 
un résidu Cys du site actif qui catalyse la libération de NH, avec forma- 
tion transitoire d'un thioester de l'enzyme (non montré) dont l'hydrolyse 
donne du glutarnate. La forme isoamide de FGAR est phosphorylée par 
V'ATP puis réagit avec le « NH, » pour donner un intermédiaire tétra- 


par L'AIR synthétase (PurM). L'aromatisation du noyau imida- 
zole est facilitée par tautomérisation de la forme imine en forme 
Énamine du substrat, 


7. Incorporation du C6. Chez les eucaryotes supérieurs, le C6 
du noyau purique est introduit sous forme de HCO; (CO) lors 
d'une réaction catalysée par l'AIR carboxylase qui donne le car- 
boxyaminoimidazole ribotide (CAIR). Cependant, chez la 
levure, les plantes et la plupart des procaryotes (y compris E. coli), 
cette réaction se fait en deux étapes par des activités enzymatiques 


distinctes : PurK et PurE de Classe I. 
[e) 
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PurE catalyse la carboxylation ATP-dépendante de l'AIR pour 
donner le N°-CAIR, que la PurE de Classe 1 réarrange pour don- 
ner le CAIR. La PurE de Classe I est homologue à l'AIR car- 
boxylase, laquelle est dès lors aussi appelée PurE de Classe IL. La 
PurE de classe 1 seule peut catalyser la réaction de l’AIR car- 
boxylase mais comme son K,, pour HCO%: est de 110 mM, elle 
nécessite une concentration en HCO; élevée et non physiologique 
{= 100 mAf) pour que la réaction se fasse à une vitesse significa- 
tive. Cependant, la présence de PurK diminued'un facteur >1000 
la concentration en HCO, nécessaire à la réaction catalysée par 
PurE probablement suite à la formation ATP-dépendante de car- 
bonyl phosphate, comme postulé pour la réaction catalysée par la 
carbamyl phosphate synthétase (section 26-2A). Le fait que le N°- 
CAIR soit chimiquement instable (il se décompose en AIR avec 
une demi-vie de 15 s à pH 7,5 et 25 °C) suggère que le N°-CAIR 
est canalisé entre PurK et la PurE de Classe I. De fait, chez la 
levure et les plantes, l'extrémité N-terminale de la PurE de Classe 
1 est fusionnée à l'extrémité C-terminale de PurK. Chez E. coli, 
cependant, ces deux activités enzymatiques sont portées par des 
protéines différentes dont on n'a aucune preuve qu'elles soient 

8, Incorporation du N1. L'atome N1 du cycle purique est 
apporté par l'aspartate au cours d'une réaction de condensation 
catalysée par la SAICAR synthétase (PurC) qui forme une 
amide, le S-aminoimidazole-4-(N-succinyicarboxamide) ribo- 
tide (SAICAR), La réaction, qui nécessite l'hydrolyse de l'ATP en 
ADP + P, ressemble chimiquement à la Réaction 3. 

9. Elimination de fumarate. Le SAICAR est clivé avec éli- 


ST AWCSNRNA AT NP Ad. disons dammes 2 P oummt. 0. 20, 0, 4 en 


Section 28-1. Synthèse des ribonucléotides puriques 1073 


l'adénylosuccinate lyase (PurB). Les Réactions 8 et 9 ressem- 
blent chimiquement aux réactions du cycle de l'urée dans les- 
quelles la citrulline est aminée pour donner de l'arginine (Sections 
26-2C et 26-2D). Dans les deux voies, le groupement aminé de 
l'aspartate est transféré à un groupement accepteur lors d'une réac- 
tion ATP-dépendante, puis il y a élimination du squelette carboné 
de l'aspartate sous forme de fumarate. Chez les plantes et les 
micro-organismes, l'AICAR se forme également lors de la bio- 
synthèse de l’histidine (Section 26-5B) mais, comme dans ce cas 
l'AICAR est issu de l’ATP, il ne permet pas de synthèse nette de 
purine. 

10. Incorporation du C2. Le dernier atome du noyau purique 
est acquis par formylation par le N'°-formyltétrahydrofolate, ce qui 
donne le 5-formaminoimidazole-4-carboxamide ribotide (FAI- 
CAR) lors d'une réaction catalysée par l'AICAR transformylase 
(PurH), Chez les bactéries, cette réaction et la Réaction 4 sont 
inhibées indirectement par les sulfamides qui, rappelons-le, empé- 
chent la synthèse de folate en entrant en compétition avec sa com- 
posante p-aminobenzoate (Section 26-4D). Les animaux, y com- 
pris l’homme, doivent trouver le folate dans leur alimentation, car 
ils ne peuvent le synthétiser. Ils ne sont donc pas affectés par les 
sulfamides. Les propriétés antibiotiques des sulfamides sont donc 
essentiellement dues à ce qu'ils inhibent la biosynthèse des acides 
nucléiques chez les bactéries sensibles. 


11. Cyclisation pour donner de l'IMP, La dernière réaction 
de la voie, la fermeture du cycle pour donner de l'IMP, se fait par 
l'élimination d'eau catalysée par l'IMP cyclohydrolase (PurJ). 
Contrairement à la Réaction 6, la cyclisation qui permet la forma- 
tion du noyau imidazole, cette réaction n'implique pas l'hydrolyse 
de l'ATP. 


Chez les animaux, les activités enzymatiques qui catalysent les 
Réactions 3, 4 et 6, les Réactions 7 et 8, et les Réactions 10 et 11, 
sont portées dans les trois cas par un seul polypeptide. Les produits 
intermédiaires de ces enzymes multifonctionnelles ne sont pas 
immédiatement libérés dans le milieu, mais ils sont canalisés vers 
l'activité enzymatique suivante de la voie. Ceci augmente la 
vitesse globale de ces processus à plusieurs étapes et protège les 
intermédiaires de la dégradation par d'autres enzymes cellulaires, 
Par exemple, nous avons vu antérieurement que la formation 
d'acétyl-CoA à partir de pyruvate se fait sur le complexe multien- 
zymatique de la pyruvate déshydrogénase, qui contient trois 
enzymes catalysant cinq réactions consécutives (Section 21-2A); 
que les sept activités enzymatiques catalysant la synthèse des 
acides gras chez l'animal sont toutes portées par une seule molé- 
cule protéique (Section 25-4C); et que les enzymes multifonc- 
tionnelles carbamyl phosphate synthétase 1 (Section 26-2A), tryp- 
tophane synthase (Section 26-5B) et amidophosphoribosyl 
transférase font passer des produits intermédiaires réactionnels 
entre leurs sites actifs par des tunnels protéiques. L'association 
d'enzymes en relations fonctionnelles apparaît donc comme un 


phénomène répandu. 


B. Synthèse des ribonucléotides adényliques et 
guanyliques 


L'IMP ne s'accumule pas dans la cellule mais est rapidement 
culs © 2 AA 2 . CYAN ROLAND 2... ARS... 9, IUTB AR 


covalence à l'atome S de Cys 331 puis a été déshydrogéné par le 


NAD* pour donner un ester thioimidate : 
0 
N 
CIS 
ù N 
Enzyme— N 
Ribose-5-P 


Ester thioimidate enzyme-produit 


Le remplacement, par mutagenèse, de Cys 331 par Ala inactive 
l'enzyme. Ces observations sont en faveur d'un mécanisme cata- 
lytique où le groupement thiol de Cys 331 mène une attaque 
nucléophile sur l'atome C2 de l’IMP, suivie d’un transfert d'hy- 
drure au NAD* pour donner l'intermédiaire fixé par covalence 
mentionné ci-dessus, lequel est ensuite hydrolysé en XMP. Le 
MPA 5e fixe à l'enzyme avec son noyau bicyclique plaqué contre 
le cycle purique (comme attendu pour le cycle nicotinamide du 
NAD*) et avec son groupement hydroxyle phénolique dans le site 
présumé de l’eau au cours de l’hydrolyse. Ceci bloque l'hydrolyse 
de l’ester thioimidate, et inactive donc l'enzyme. 

La réponse immunitaire (Section 35-2) exige de l'IMP déshy: 
drogénase car celle-ci est requise par les cellules du système 
immunitaire appelées lymphocytes B et T, pour fabriquer les 
nucléotides guanyliques dont elles ont besoin pour proliférer. De 
plus, certaines cellules cancéreuses ont une activité IMP déshy- 
drogénase augmentée. Cette enzyme est donc une cible pour des 
médicaments immunosuppresseurs ou anticancéreux. De fait, le 
MPA est utilisé en clinique pour prévenir le rejet de greffes de 
rein. 


A. Les nucléosides diphosphate et triphosphate sont 
synthétisés par phosphorylation de nucléosides 
monophosphate 
Pour pouvoir participer à la synthèse des acides nucléiques, 

les nucléosides monophosphate doivent être transformés en 

nucléosides triphosphate correspondants. Lors de la première des 
deux réactions de phosphorylation séquentielles impliquées, les 
nucléosides diphosphate sont synthétisés à partir des nucléosides 
monophosphate correspondants par des nucléoside monophos- 
phate kinases spécifiques de la base. Par exemple, l'adénylate 
kinase (Section 17-4F) catalyse la phosphorylation de l'AMP en 
ADP: 
AMP + ATP === 2ADP 

De même, le GDP est formé par une enzyme spécifique de la gua- 

nine : 

GMP + ATP === GDP + ADP 


Ces nucléoside monophosphate kinases ne font pas de différence 
entre le ribose et le désoxyribose dans le substrat. 
Les nucléosides diphosphate sont transformés en nucléosides 


triphosphate correspondants par la nucléoside diphosphate 
kinase ; par exemple : 


ATP + GDP === ADP + GTP 


Bien que, dans cette réaction, l’ATP soit le donneur de groupement 
phosphoryle et que le GDP soit l'accepteur, la nucléoside diphos- 
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phate kinase n'est spécifique ni des bases de l'un ou l'autre de ses 
substrats ni du résidu de sucre (ribose ou désoxyribose). La réac- 
tion fait intervenir un mécanisme de type Ping-Pong où le substrat 
NTP phosphoryle un résidu His de l'enzyme qui, à son tour, phos- 
phoryle le substrat NDP. Lors de la réaction de la phosphoglycé- 
rate mutase de la glycolyse, il se forme aussi un intermédiaire 
phospho-His (Section 17-2H). La réaction de la nucléoside diphos- 
phate kinase, comme on pouvait s'y attendre compte tenu des 
structures presque identiques de ses substrats et de ses produits, se 
trouve normalement proche de l'équilibre (AG = 0). L'ADP est, 
bien sûr, transformé en ATP par une série de réactions qui libèrent 
de l'énergie comme celles de la glycolyse et des phosphorylations 
oxydatives. En réalité, ce sont ces réactions qui en définitive entrai- 
nent les réactions de kinases précédentes. 


C. Régulation de la biosynthèse des nucléotides 


puriques 

Les voies impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques 
sont étroitement régulées comme le montre, par exemple, l'aug- 
mentation de la vitesse de synthèse des nucléotides lorsqu'il y a 
prolifération cellulaire, De fait, les voies de synthèse de l'IMP, de 
l'ATP et du GTP sont régulées séparément dans la plupart des cel- 
lules afin de contrôler non seulement les quantités totales de 
nucléotides puriques produits, mais aussi de coordonner les quan- 
tités relatives d'ATP et de GTP. Ce réseau de contrôle est schéma- 
tisé dans la Fig. 28-5. 
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FIGURE 28-5 Réseau de régulation de la voie de biosynthèse des 
purines. Les octogones rouges et les points verts signalent les points de 
contrôle, Les rétro-inhibitions sont indiquées par des flèches en pointillés 
rouges et la régulation positive (feedforward) est représentée par une 
flèche en pointillés verts. 


térieur de la membrane mitochondriale, d'atteindre le FMNH, 
fixé à l'enzyme et de le réoxyder. Dans la structure par rayons 
X, ce tunnel est occupé par une molécule fermement fixée appe- 
lée A77 1726, métabolite principal de la léflunomide, 
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boxylase d'un facteur 2 X 107 par rapport à celle de la réaction 
non catalysée, ce qui en fait l'enzyme la plus catalytiquement 
active connue. Cependant, l'ODCase n'a pas de cofacteur qui 
pourrait stabiliser le carbanion intermédiaire postulé dans cette 
réaction, Comment est-ce possible? La structure par rayons X, 
due à Stephen Ealick, de l'ODCase de B. subrilis complexée à 
l'UMP montre qu'un groupement carboxylique C6 de l'OMP 
fixé qui est coplanaire à son noyau pyrimidine serait très proche 
des chaînes latérales d'Asp 60 et de Lys 62. Ealick a donc pro- 
posé un mécanisme (Fig. 28-9) où des interactions électrosta- 
tiques entre les groupements carboxyliques voisins de l'OMP et 


En d'Asp 60 déstabiliseraient l'état fondamental de l'OMP. A l'état 
A77 1726 de transition, cette déstabilisation se réduirait en raison du dépla- 

cement de la charge négative de l'OMP de son groupement car- 

CF; boxylique vers le C6, où elle serait stabilisée par la chaîne laté- 

0 rale adjacente chargée positivement de Lys 62. Cette chaîne 

latérale pourrait aussi protoner la liaison C-C en rupture lors- 

/ N qu'elle devient suffisamment basique pour accepter le proton, ce 
N | H qui évite la formation d'un intermédiaire carbanion de haute 
V CH, énergie. L'interaction électrostatique défavorable entre l'OMP et 
Lan di Asp 60 est possible parce que l'enzyme fixe fortement l'OMP 


un médicament utilisé pour le traitement de l'arthrite rhumatoïde. 
L'A77 1726 atténue cette maladie auto-immune en bloquant la bio- 
synthèse des pyrimidines dans les lymphocytes T, ce qui réduit 
leur prolifération inappropriée. Cependant, l'A77 1726 n'inhibe 
pas les DHODH bactériennes. 

5. Incorporation de la partie ribose phosphate. L'orotate 
réagit avec le PRPP pour donner l'orotidine-5’-monophosphate 
(OMP) par une réaction catalysée par l'orotate phosphoribosyl 
transférase et entraînée par l'hydrolyse du PP, formé. C'est lors 
de cette réaction que la forme anomérique des nucléotides pyrimi- 
diques prend la configuration $. L'orotate phosphoribosyl transfé- 
rase intervient également dans la récupération d'autres bases pyri- 
midiques, comme l’uracile et la cytosine, en les transformant en 
leurs nucléotides correspondants. Bien que les différentes phos- 
phoribosyl transférases, y compris l'HGPRT, ne partagent que peu 
de similitude de séquence, leurs structures par rayons X montrent 
qu'elles possèdent un cœur structural commun qui ressemble au 
pli de liaison des dinucléotides (Section 8-3B), mais auquel man- 
querait un des segments $. 

6. Décarboxylation pour former de l'UMP. La dernière 
réaction de la voie est la décarboxylation de l'OMP catalysée par 


via de nombreuses interactions avec ses autres groupements 
fonctionnels. De fait, l'élimination du groupement phosphate de 
l'OMP. qui est très éloigné du groupement carboxylique C6, 
diminue le &.,/K,, d'un facteur 7 x 107, ce qui donne un exemple 
frappant de l’utilisation de l'énergie de liaison pour la catalyse 
(liaison préférentielle de l'état de transition). 


Chez les bactéries, les six enzymes de la biosynthèse de l'UMP 
sont des protéines indépendantes. Chez les animaux cependant, 
comme l'a montré Mary Ellen Jones, les trois premières activités 
enzymatiques de la voie, la carbamyl phosphate synthétase I, 
l'ATCase et la dihydro-orotase, se trouvent sur une même chaîne 
polypeptidique de 210 kKD. De même, les Réactions 5 et 6 de la 
voie de biosynthèse des pyrimidines chez les animaux sont cataly- 
sées par une seule chaîne polypeptidique. 


B. Synthèse de l'UTP et du CTP 


La synthèse de l'UTP à partir de l'UMP est analogue à la synthèse 
des nucléosides triphosphate puriques (Section 28-1B). Le proces- 
sus est assuré par les actions séquentielles d'une nucléoside mono- 
phosphate kinase et d’une nucléoside diphosphate kinase : 


l'OMP  décarboxylase  (ODCase) pour former de UMP + ATP === UDP + ADP 
l'UMP. L'ODCase augmente la vitesse (K.,/X,,) de l'OMP décar- UDP + ATP == UTP + ADP 
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FIGURE 28-89 Mécanisme proposé pour la catalyse par l'OMP décarboxylase. [D'après Appleby., T.C.. 
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FIGURE 28-12 (Page opposée) La ribonucléotide réductase de 
Classe 1 d'E, coli. 

(a) Représentation schématique de la structure quatemaire, L'enzyme 
est constituée de deux paires de sous-unités identiques R1, et R2.. 
Chaque sous-unité R2 contient un complexe binucléé Fe(Ill) qui 
entraîne la formation d'un radical phénoxy sur sa Tyr 122. Les sous- 
unités R1 contiennent chacune trois sites différents d'effecteurs allosté- 
riques et cinq résidus Cys catalytiquement importants. Les deux sites 
actifs de l'enzyme se trouvent près de l’imerface entre des sous-unités 


RI et R2 voisines. (b) Structure par rayons X de R2, en vue perpendi- 


culaire à son axe d'ordre deux, la dimension la plus longue du dimère 
se trouvant dans le plan horizontal, L'une des sous-unités de la pro- 
téine homodimérique est représentée en bleu, l'autre est en jaune. Les 
ions Fe(Ill) de ses complexes Fe binucléés sont représentés par des 
sphères oranges et les chaînes latérales de Tyr 122 qui abritent les 
radicaux sont représentées en modèle compact avec leurs atomes de C 
et d'O en vent et rouge. Remarquer que chaque sous-unité est formée 
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FIGURE 28-13 Mécanisme enzymatique de la ribonucléotide réduc- 
tnes. La réaction fait imtervenir un mécanieme À raclical libre danse lnel 


OH H 
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essentiellement d'un faisceau de huit hélices anormalement longues. (c) 
Le complexe binucléé Fe(lll) de R2. Chaque ion Fe(lll) forme un 
complexe de coordinence six octaédrique avec l'atome Nô d'une His et 
cinq atomes d'O, dont ceux de l'ion O7 et du groupement carboxylate 
du Glu qui forment un pont entre les deux Fe(ll). (4) Structure par 
rayons X du dimère RI, chaque sous-unité étant complexée au peptide 
C-erminal (20 résidus) de R2, avec le GDP dans le site actif et le 
dTTP dans le site de spécificité. On a superposé à cette structure 
l'ADPNP, analogue de l'ATP, fixé au site d'activité du complexe très 
semblable formé de R1, du peptide C-terminal de 20 résidus, et de 
l'ADPNP. La structure est vue dans le sens de son axe d'ordre deux 
avec ses deux sous-unités en lavande et gris clair, les deux peptides 
R2 en bleu-vert et magenta, et le GDP, le dTTP et l'ATP en modèle 
compact et colorés selon le type d'atome (C en vent, N en bleu, O en 
rouge et P en doré), [Les Parties b et d sont basées sur des structures 
par rayons X dues à Hans Eklund, Swedish University of Agricultural 
Sciences, Uppsala, Suède, PDBid (b) 1RIB et (d) 3RIR et 4RIR.] 
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les équivalents réducteurs sont fournis par formation d'une liaison disul- 
flure enrvmatioue [D'anrbe Srubhe IA Rin Chem 66 ST) | 100) | 
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Le radical Tyr 122 de R2 est trop éloigné (>10 À) du site cataly- 
tique de l’enzyme pour pouvoir capter directement un électron du 
substrat. Manifestement, la protéine assure le transfert d'électron 
depuis ce radical tyrosyl à un autre groupement (X+ dans la Fig. 
28-13) qui se trouve au voisinage immédiat du groupement C3"— 
H du substrat. Des études par mutagénèse dirigée suggèrent que 
Cys 439 de R1, dans sa forme radicalaire thiyl (—Se), est le can- 
didat le plus sérieux pour X+ (ce qui ferait de la RNR la seule 
enzyme dans laquelle un résidu Cys réduirait un substrat gluci- 
dique). Des expériences analogues suggèrent que Cys 225 et Cys 
462 de RI formeraient la paire de sulfhydryles rédox-active qui 
réduit directement le substrat. De plus, le pont disulfure résultant 
est ensuite réduit pour régénérer l'enzyme active suite à des 
échanges de disulfure avec Cys 754 et Cys 759 de RI, qui sem- 
blent en bonne position pour accepter des électrons d'agents 
réducteurs externes (voir ci-dessous). Par conséquent, chaque 
sous-unité R1 contient au moins cinq résidus Cys qui participent 
chimiquement à la réduction des nucléotides. 

Ces observations ont été confirmées par la structure par rayons 
X (également due à Eklund; Fig. 28-124) de RI complexée au 
polypeptide formé des 20 résidus C-terminaux de R2 (R1 ne cris- 
tallise pas de manière satisfaisante en l'absence de ce polypeptide). 
Le domaine central du monomère R1 qui en comporte trois est 
constitué d’un tonneau &/$ original à dix segments formé par la 
réunion antiparallèle de deux demi-tonneaux topologiquement 
semblables, chacun comprenant cinq segments B parallèles reliés 
par quatre hélices &. Comme pour les tonneaux &/f semblables à 
huit segments qui constituent les sites actifs de nombreuses 
enzymes (Section 8-3B), les résidus Cys (439, 225, 462) du site 
actif de RI sont localisés à l'entrée du tonneau &/B à dix segments. 

Les deux résidus Cys de R1, 754 et 759, impliqués dans la 
régénération de l’enzyme active se trouvent dans le segment C-ter- 
minal de RI, qui n'est pas visible dans la structure par rayons X 
de RI et a donc probablement une structure désordonnée. Cette 
observation renforce l'hypothèse selon laquelle ce segment C-ter- 
minal servirait de navette flexible pour amener les équivalents 
réducteurs de la surface de l'enzyme à son site actif. 


b. La production d'un radical par la RNR de Classe 1 

exige la présence d'O, 

Une des propriétés les plus remarquables de la RNR de Classe 
l'est sa capacité à préserver son radical TyrO+ qui normalement est 
très réactionnel (sa demi-vie est de 4 jours dans la protéine et de 
quelques ms en solution). Or, éliminer ce radical par, disons, l'hy- 


a + 2Fe**+ O0, + H*+ e” 


Tyr 122-R2 
Oo 
FUN 
Tyr 199 R9 


droxyurée, inactive l’enzyme. Ceci pose la question de l’origine de 
ce radical. Il peut être régénéré in vitro en traitant simplement l'en- 
zyme inactive par Fe(Il) et un agent réducteur en présence d'O.. 
Il s'agit d’une réduction de O, à quatre électrons où l'agent réduc- 
teur qui fournit l'électron représenté par e- peut être l'ascorbate ou 
même du Fe?* en excès. 


c. L'incapacité de la RNR oxydée à fixer son substrat joue 
un rôle protecteur important 

La comparaison des structures par rayons X de RI réduite 
(où les résidus Cys 225 et Cys 462 rédox-actifs sont sous forme 
SH) et de R1 oxydée (où Cys 225 et Cys 462 rédox-actifs sont 
unis par une liaison disulfure) montre que Cys 462 dans RI 
réduite a basculé par rotation de la position qu'elle avait dans 
RI oxydée pour s'enfouir dans une poche hydrophobe, tandis 
que Cys 225 vient occuper la région où se trouvait Cys 462. 
Ainsi, la distance entre les atomes S auparavant reliés par un 
pont disulfure passe de 2,0 à 5,7 À. Ces mouvements sont 
accompagnés de petits déplacements de la chaîne polypetidique 
environnante. RNR oxydée ne fixe pas le substrat car la Cys 225 
de son dimère R1 empêcherait cette liaison en raison de l'obs- 
truction stérique exercée par son atome S sur l'atome O2° du 
substrat ANDP . 

Cette incapacité de RNR oxydée à fixer le substrat a une impor- 
tance physiologique. En absence de substrat, le radical libre de 
l'enzyme est niché à l’intérieur de la protéine du dimère R2, près 
de son centre à fer binucléé. Lors de la fixation du substrat, le radi- 
cal lui est transféré probablement via une série de chaînes latérales 
protéiques de R2 et de R1. Si le substrat ne peut réagir correcte- 
ment après réception de ce radical libre, comme ce serait le cas 
pour RNR sous sa forme oxydée, ceci peut conduire à la destruc- 
tion du substrat et/ou de l’enzyme. De fait, la mutation de la Cys 
225 rédox-active en Ser donne une enzyme qui permet la forma- 
tion d'un radical substrat (Fig. 28-13); cependant, puisque cette 
enzyme mutante ne peut le réduire, ce radical se décompose et 
libère ses constituants, la base et la partie phosphate. Qui plus est, 
il se forme un radical peptidique transitoire qui clive et inactive la 
chaîne polypeptidique de R1 tout en consommant le radical, ce qui 
inactive R2. Un rôle important de l'enzyme est donc de contrôler 
la libération du grand pouvoir oxydant du radical. Elle le fait en 
partie en empêchant la fixation du substrat lorsqu'elle est sous sa 
forme oxydée. 


d. La ribonucléotide réductase est régulée par 
oligomérisation induite par des effecteurs 

La synthèse des quatre dNTP en quantités requises pour la 
synthèse de l'ADN est assurée par un système de rétrocontrôle. 
Le maintien des concentrations intracellulaires ad hoc des dNTP 
est indispensable pour une croissance normale. Effectivement, 
une déficience de l'un des dNTP est létale, tandis qu'un excès 
est mutagène car la probabilité qu'un dNTP donné sera incor- 
poré de façon erronée dans un brin d'ADN en formation aug- 
mente avec sa concentration par rapport à celles des autres 
dNTP. 

Les activités des RNR de Classe I d'E. coli et de mammifère 
sont allostériquement sensibles aux concentrations respectives des 
différents dNTP. Ainsi, comme montré par Reichard, l'ATP induit 
la réduction du CDP et de l'UDP ; le dTTP induit la réduction du 
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changent lentement mais réversiblement de conformation pour 
adopter un état R1,,. catalytiquement inactif. 

3. La liaison de l'ATP au site d’hexamérisation induit les tétra- 
mères à s'agréger pour former des hexamères catalytiquement 
actifs, R1,, forme active principale de la RNR. 


La concentration intracellulaire d'ATP est telle qu’ in vivo RI 
est quasi entièrement sous ses formes tétramérique ou hexamé- 
rique. En conséquence, l'ATP assure le couplage de la vitesse 
globale de la synthèse d'ADN à l'état énergétique de la cellule. 

Les sites de spécificité et d'activité, mais pas le site d'hexamé- 
risation, ont pu être localisés dans les structures par rayons X de 
RI d'E. coli (Fig. 28-124). Dans de telles structures, on avait 
observé antérieurement l'hexamère R1 (Fig. 28-14b,c), mais les 
interactions entre dimères étaient si faibles qu'on les avait prises 
pour des artefacts de cristallisation sans signification physiolo- 
gique, Puisque le site d'activité se trouve où les dimères sont en 
contact, il semble bien que sa fixation de l'ATP ou du dATP 
induise l'oligomérisation de R1 via des modifications conforma- 
tionnelles locales. 

Pour simplifier, le modèle ci-dessus fait abstraction de la pré- 
sence des sous-unités de R2, bien qu'évidemment l'activité de 
l'enzyme exige des quantités équimolaires de RI et de R2. Il est 
probable que les dimères RI et R2 s'associent de manière à faire 
coincider leurs axes d'ordre 2. Le manque de place à l'intérieur de 
l'hexamère R1 impose aux dimères R2 de contacter les dimères R1 
de l'extérieur de l'hexamère (Fig. 28-14h). 

Le dCTP n'est pas un effecteur de la RNR, sans doute parce 
que l'équilibre intracellulaire entre le dCTP et le dTTP n'est pas 
contrôlé par la RNR, mais bien par la désoxycytidine désami- 
nase, qui transforme le dCTP en dUMP, précurseur du 
UTTP, Cette enzyme est activée par le dCTP et est inhibée par 
le ATTP. 


e. La thiorédoxine et la glutarédoxine sont les agents 
réducteurs physiologiques de la ribonucléotide 
réductase de Classe 1 
La dernière étape du cycle catalytique de la RNR est la réduc- 

tion du pont disulfure nouvellement formé pour reconstituer la 

paire de sulfhydryles rédox-actifs. Des dithiols comme le dithio- 
thréitol (Section 7-1B) peuvent servir d'agents réducteurs in vitro 
par une réaction d'échange de disulfure. Cependant, l'un des 
agents réducteurs physiologiques de l'enzyme est la thiorédoxine 

(Trx}, une protéine ubiquitaire monomérique de 108 résidus qui 

présente une paire de résidus Cys rédox-actifs très proches, Cys 32 

et Cys 35 (nous avons déjà rencontré la thiorédoxine lors de 

l'étude de l'activation du cycle de Calvin induite par la lumière ; 

Section 24-3B). La thiorédoxine réduit la RNR oxydée par 

échange de disulfure, 


SN sS 


SN 
Thiorédoxine + Ribonucléotide 
(réduite) SI 57” ‘séduitese 

(oxydée) 
rS3 HS, 
Thiorédoxine m2 Ribonucléotide 
(oxydée) S US réductase 


FIGURE 28-15 Structure par rayons X de La thiorédoxine humaine 
sous sa forme réduite (sulfhydryle). Le squelette de ce polypeptide de 
105 résidus est coloré selon sa structure secondaire avec les hélices en 
bleu-vert, les feuillets en magenta, et le reste en orange. Les chaînes laté- 
rales des résidus rédox-actif, Cys 32 et Cys 35, sont en modèle compact 
avec C en vert et S en jaune. Cette structure ressemble étroitement à celle 
des domaines homologues de la protéine disulfure isomérase (PDI, Fig. 
9-1Sa). [D'après une structure par rayons X due à William Montfort. 
University of Arizona. PDBid 1ERT.] 


La structure par rayons X de la Trx d'E, coli réduite (Fig. 28-15) 
montre que la chaîne latérale de la Cys 32 rédox-active est expo- 
sée à la surface de la protéine, où elle peut être oxydée. La Trx 
oxydée est, à son tour, réduite par le NADPH dans une réaction 
assurée par la flavoprotéine thiorédoxine réductase. Le NADPH 
sert ainsi d'agent réducteur final lors de la réduction des NDP en 
dNDP catalysée par la RNR (Fig. 28-16). 

L'existence de mutants d'E. coli viables dépourvus de thioré- 
doxine signifie que cette protéine n'est pas la seule substance 
capable de réduire in vivo la RNR oxydée. Cette observation a 
conduit à la découverte de la glutarédoxine, une protéine à disul- 
fure monomérique de 85 résidus qui peut aussi réduire la RNR 
(des mutants dépourvus de thiorédoxine et de glutarédoxine ne 
sont pas viables). La glutarédoxine oxydée est réduite, par échange 
de disulfure, par le tripeptide glutathion qui contient un résidu Cys 
et qui, à son tour, est réduit par le NADPH dans une réaction cata- 
lysée par la glutathion réductase (GR ; Section 21-2B), Les contri- 
butions respectives de la thiorédoxine et de la glutarédoxine dans 
la réduction des RNR ne sont pas établies. 


f. La thiorédoxine réductase oscille entre deux 
conformations selon son état rédox 
La thioédoxine réductase (TrxR), un homodimère de sous-uni- 
tés de 316 résidus, est homologue à la GR et catalyse une réaction 
semblable : réduction d'une liaison disulfure du substrat par le 
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sa position dans TrxR seule (Fig. 28-174). Ceci permet au noyau 
pyridine de l'AADP* de réagir avec le noyau flavinique et à la 
paire sulfhydryle rédox-active de TrxR de subir une réaction 
d'échange de disulfure avec celle de la Trx. De plus, dans cette 
dernière conformation, le domaine de liaison du NADP* semble 
procurer le site de reconnaissance pour le substrat Trx. Manifeste- 
ment, la TrxR passe d'une conformation à l'autre à chaque étape 
successive du processus de transfert d’une paire d'électrons du 
NADPH à la flavine, puis à la paire sulfhydryle rédox-active, puis 
à son substrat Trx. Cette complication supplémentaire du méca- 
nisme par rapport à celui de la GR, laquelle ne change pas signi- 
ficativement de conformation lors de la réduction du disulfure du 
glutathion (Section 21-2B), est semble-t-il apparue pour permettre 
à la TrxR de réduire son substrat protéique : la Trx serait trop volu- 
mineuse pour que sa paire sulfhydryle rédox-active puisse s'ap- 
procher de la paire sulfhydryle du site actif comme dans une 
enzyme de type GR. 


g. Parenté évolutive des trois classes de ribonucléotide 
réductases 

Nous avons vu que les formes actives des RNR de Classe I sont 
des oligomères RI,R2,, RI,R2, et RI,R2, qui tous possèdent des 
radicaux tyrosyl essentiels pour le mécanisme stabilisés par des 
complexes Fe(IIT) binucléés à pont oxo, utilisent des NDP comme 
substrats, et obtiennent leurs équivalents réducteurs de la thioré- 
doxine et de la glutarédoxine. Par ailleurs, les RNR de Classe IT, 
qui sont des monomères & ou des dimères œ,. produisent leur radi- 
cal à l'aide d'un cofacteur 5”-désoxyadénosylcobalamine (coen- 
zyme B,,: Section 25-2E), utilisent des NDP comme substrats, et 
sont réduites par la thiorédoxine et la glutarédoxine. Enfin, les 
RNR de Classe IT sont des dimères &, qui interagissent avec une 
protéine B, productrice de radical contenant un centre [4Fe-4$] et 
exigeant pour son activité de la S-adénosylméthionine (SAM ; Sec- 
tion 26-3C) et du NADPH, qui ont comme substrats des NTP, et 
dont les équivalents réducteurs sont fournis par l'oxydation du for- 
miate en CO,. 

Puisque tous les organismes vivants synthétisent leurs 
désoxyribonucléotides à partir de ribonucléotides, l'émergence 
d'une RNR a dû précéder, au cours de l'évolution, la transition 
du règne de l'ARN (Section 1-5C) à celui de l'ADN. Les trois 
classes de RNR sont-elles apparues indépendamment ou sont- 
elles apparentées au plan évolutif? Malgré leurs grandes diffé- 
rences apparentes, elles catalysent des réactions étonnamment 
semblables, Elles remplacent toutes le groupement 2° OH du 
ribose par un H via un mécanisme à radical libre impliquant un 
radical thiyl, les équivalents réducteurs étant fournis par un grou- 
pement sulfhydryl d’une Cys (Fig. 28-13; le deuxième résidu 
Cys de la paire sulfhydryle rédox-active des RNR de Classes 1 
et IT étant remplacé par le formiate dans les RNR de Classe II). 
Elles se distinguent essentiellement par la manière dont elles pro- 
duisent le radical libre. Pour les RNR de Classe IL, il provient 
du clivage homolytique de la liaison C-Co(lil) du cofacteur 5'- 
désoxyadénosylcobalamine (Section 25-2E). Pour les RNR de 
Classe I, il provient du clivage réducteur à un électron (fourni 
par le NADPH et faisant intervenir un centre [4Fe-4$]) de la 
SAM par la protéine B, pour donner de la méthionine et le radi- 
cal 5-désoxyadénosyl (le même que celui fourni par clivage 
homolytique de la 5’-désoxyadénosylcobalamine); ce radical 
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fique de la sous-unité & pour donner la 5-désoxyadénosine et un 
radical glycyl stable mais sensible à O,. De plus, les structures 
par rayons X d'une RNR de Classe II et d'une RNR de Classe 
II montrent que leurs sites actifs sont formés de tonneaux œ/f 
à 10 segments de même connectivité et qui sont superposables 
à ceux des RNR de Classe I. Ceci plaide en faveur d'une parenté 
évolutive des RNR des trois classes. La vie est apparue en condi- 
tions anaérobies et le formiate, un des réducteurs organiques les 
plus simples, était probablement disponible en abondance sur la 
Terre primitive (Section 1-5B). Ceci a conduit Richard à propo- 
ser que la RNR originelle était une enzyme de Classe 
III. L'émergence d'organismes photosynthétiques produisant de 
l'O, a ensuite promu l'évolution des RNR vers celles de la 
Classe II pouvant fonctionner en conditions anaérobies ou aéro- 
bies. Enfin, les RNR de Classe I, dont l'activation exige la pré- 
sence d'O,, sont apparues en dernier lieu, probablement à partir 
d'une RNR de Classe II. 


h. Les dNTP sont formés par phosphorylation des dNDP 
Pour les RNR des Classes I et IT, la dernière étape de la pro- 
duction de dNTP est la phosphorylation de leurs dNDP corres- 


pondants : 
dNDP + ATP == ANTP + ADP 


Cette réaction est catalysée par la nucléoside diphosphate kinase, 
la même enzyme qui phosphoryle les NDP (Section 28-1B), 
Comme précédemment, la réaction est écrite avec l'ATP comme 
donneur de groupement phosphoryle, mais n'importe quel NTP ou 
dNTP peut assurer ce rôle. Pour les réactions impliquant des RNR 
de Classe II, la production de NTP à partir de NDP précède la 
réduction du NTP en dNTP. 


B. Origine de la thymine 


a. La dUTP diphosphohydrolase 

Le constituant dTMP de l'ADN est synthétisé, comme nous 
allons le voir ci-dessous, par méthylation du dUMP. Le dUMP est 
formé par l'hydrolyse du dUTP par la dUTP diphosphohydrolase 
(dUTPase ; également appelée dUTP pyrophosphatase) : 


dUTP + H,0 = dUMP + PP, 


La raison apparente de ce gaspillage d'énergie (le dTMP, une fois 
formé, est rephosphorylé en dTTP) est que les cellules doivent 
minimiser leur concentration en dUTP afin d'éviter l'incorporation 
éventuelle d'uracile dans leur ADN. Ceci parce que, comme nous 
le verrons dans la Section 30-5B, l'ADN polymérase ne fait pas la 
distinction entre le dUTP et le dTTP. 

Les structures par rayons X d'UTPases humaines, déterminées 
par John Tainer, expliquent l'extrême spécificité de cette enzyme 
pour le dUTP. Cet homotrimère, composé de sous-unités de 141 
résidus, fixe le dUTP dans une cavité parfaitement adaptée dont les 
chaînes latérales de résidus conservés excluent par empêchement 
stérique le groupement méthyle en C5 de la thymidine (Fig. 28- 
18a). L'enzyme distingue l'uracile de la cytosine à l'aide d'un 
groupe de liaisons hydrogène partant du squelette de la protéine 
qui miment l'interaction de l’adénine lors de l'appariement des 
bases (Fig. 28-18b), et elle distingue le dUTP de l'UTP en raison 
de l'exclusion stérique du groupement 2° OH du ribose par la 
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(a) 


FIGURE 28-18 Structure par rayons X de la dUTPase humaine. (a) 
Surface moléculaire du site de liaison du substrat montrant comment 
l'enzyme distingue l'uracile de la thymine. Le dUTP fixé est en repré- 
semé en bitonnets avec ses atomes N, O et P symbolisés par des sphères 
de couleur bleue, rouge et jaune, respectivement, Les ions Mg?* intro- 
duits dans la structure par modélisation sont représentés par des sphères 
ventes. La surface moléculaire de la protéine est colorée selon son poten- 
tiel électrostatique, avec les régions positives en bleu, négatives en rouge, 
et quasi neutres en blanc, Noter comment l'encastrement de cycle de 
V'uracile dans be site de liaison en exclurait le groupement méthyle en C5 
de la thymine par empêchement stérique. (b) Site de liaison du substrat 


b. La thymidylate synthase 

Le dIMP est synthétisé à partir de dUMP par la thymidylate 
synthase (TS), le donneur de méthyle étant le N° ,N!°-méthylèneté- 
trahydrofolate (N° N'°-méthylène-THF) : 
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montrant comment l'enzyme distingue l'uracile de la cytosine et le 2”- 
désoxyribose du nbase, Le dUMP fixé au site actif est représenté comme 
dans la Partie a, La protéine, essentiellement le squelette d'un motif en 
épingle à cheveux B, est dessinée de même, mais avec de plus fines liai- 
sons en gris. Les liaisons hydrogène correspondent aux lignes blanches 
en pointillés, et une molécule d'eau conservée, fermement fixée, est 
représentée par une sphère rose, Le réseau de donneurs et accepteurs de 
liaisons hydrogène sur la protéine empécherait la fixation de la cytosine 
dans la poche du site actif, La chaîne latérale de la Tyr conservée exclut 
stériquement le groupement 2° OH du ribose, [Avec la permission de 
John Tainer, The Senipps Rescarch Institute, La Jolla, California. | 


(les cofacteurs THE sont étudiés dans la Section 26-4D). Remar- 
quer que le groupement méthylène transféré (dont le carbone a 
l'état d'oxydation du formaldéhyde) est réduit en groupement 
méthyle (dont le carbone a l'état d'oxydation du méthanol) aux 
dépens de l'oxydation du cofacteur THF en dihydrofolate 
(DHF). 

Le mécanisme catalytique de la TS, protéine dimérique de 
70 KkD très conservée, a fait l'objet d'études poussées, Si l'on 
incube l'enzyme avec du N°N'°-méthylène-[6-'HITHF et de 
l'UMP, le H est transféré quantitativement au groupement 
méthyle du produit dTMP. Cependant, quand le substrat est du 
[S-HJdUMP, le #H est libéré dans le solvant aqueux. Sachant 
que le C6 de l'uracile en position B d'une cétone «,B-insaturée 
est susceptible d'une attaque nucléophile, ces résultats ont 
conduit Daniel Santi à proposer le mécanisme suivant pour la 
réaction de la TS (Fig. 28-19): 


L. Un groupement nucléophile de l'enzyme, identifié comme le 
groupement thiolate de la Cys 146, attaque le C6 du dUMP pour 
former un adduit covalent. 


2. Le CS de l'énolate formé attaque le groupement CH, du 
cation iminium en équilibre avec le N°,N'°-méthylène-THF pour 
former un complexe temaire covalent enzyme-dUMP-THF. 

3. Une base de l'enzyme capte le proton acide du CS du dUMP 
lié à l'enzyme, formant un groupement méthylène exocyclique et 
éliminant le cofacteur THE. Le proton capté s'échange ensuite 
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4. La réaction d'oxydo-réduction fait intervenir la migration de 
l'atome N6—H du THE sous forme d'un ion hydrure sur le grou- 
pement méthylène exocyclique, le transformant en groupement 
méthyle (ce qui rend compte du transfert de H décrit ci-dessus) et 
donnant du DHF. Cette réduction entraîne le déplacement du grou- 
pement Cys thiolate de l'intermédiaire, ce qui libère le produit, le 
dTMP, et redonne l'enzyme active. 


c. Le 5-fluorodésoxyuridylate est un puissant 
anticancéreux 
Le mécanisme ci-dessus est confirmé par le fait que le 5-fluo- 
rodésoxyuridylate (F4UMP) 
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5-Fluorodésoxyuridylate (FdUMP) 


est un inhibiteur irréversible de la TS. Cette substance, comme le 
dUMP, se lie à l'enzyme (un atome de F n'est pas beaucoup plus 
grand qu'un atome d’H) et subit les deux premières étapes de la 
réaction enzymatique normale. Cependant, lors de l'étape 3, l'en- 
zyme ne peut capter l'atome de F sous la forme F* (se rappeler que 
F est l'élément le plus électronégatif) si bien que l'enzyme se 
trouve immobilisée quasi définitivement sous la forme du com- 
plexe ternaire covalent enzyme-FdUMP-THF analogue à celui 
formé après l'étape 2 dans la Fig. 28-19. Effectivement, l'analyse 
par rayons X réalisée par David Matthews et Jesus Villafranca 
montre que des cristaux de TS d'E. coli imprégnés d'une solution 
contenant du FdUMP et du N°N'°-méthylène-THF contiennent 
précisément ce complexe (Fig. 28-20), Des inhibiteurs d'enzyme 
comme le FdUMP, qui n'inactivent une enzyme qu'après avoir 
subi tout où partie de ses réactions catalytiques normales, sont 
appelés des inhibiteurs suicides (car ils poussent l'enzyme à «se 
suicider »), Les inhibiteurs suicides, étant ciblés pour certaines 
enzymes, sont parmi les inactivateurs d'enzymes les plus puissants 
et spécifiques, et donc les plus utiles. 

La position stratégique de la thymidylate synthase dans la bio- 
synthèse de l'ADN «a conduit à utiliser le FAUMP comme agent 
antitumoral en clinique. Des cellules qui prolifèrent rapidement, 
comme les cellules cancéreuses, demandent un apport constant en 
dTMP afin de survivre et sont donc tuées après traitement par le 
FdUMP. Au contraire, la plupart des cellules normales de mammi- 
fère, qui croissent lentement voire pas du tout, ont un moindre 
besoin en dE MP si bien qu'elles sont relativement insensibles au 
FdUMP (il y a des exceptions : les cellules de la moelle osseuse 
qui forment les cellules du sang et la plupart des cellules du sys- 
tème immunitaire, la muqueuse intestinale et les follicules pileux). 
Le 5-fluorouracile et la 5-fluorodésoxyuridine sont également 
des agents antitumoraux efficaces car ils sont transformés en 
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FIGURE 28-19 Mécanisme catalytique de la thymidylate synthase, Le 
groupement méthyle est fourni par le N°,N'"-méthylène-THE, qui se 
retrouve oxydé en dihydrofolate. 


d. Le NS,N'°-méthylène-THF est régénéré en deux 
réactions 
La réaction de la thymidylate synthase est unique en biochimie 
du fait qu'elle oxyde le THF en DHF ; on ne connaît pas d'autres 


FIGURE 28-20 Structure par rayons X de la thymidylate synthase 
d'E. coli en complexe ternaire avec le FdUMP et le THF, La région du 
site actif d'une sous-unité de cette enzyme dimérique (colorée selon sa 
structure secondaire avec ses hélices en jaune, ses segments B en orange 
et le reste du polypeptide en bleu) est montrée en complexe covalent avec 
le FAUMP (sphères vertes) et le N° N'°-méthylène-THF (sphères bleues). 
Les atomes C5 et C6 du FdUMP forment des liaisons covalentes (en 


rouge) avec le groupement CH, substituant de NS du THF et l'atome de 
S de la Cys 146 (sphères jaunes). [Avec la permission de Jesus Villa- 
franca et David Matthews, Agouron Pharmaceuticals, La Jolla, Califor- 
nia.] 


modifie l'état d'oxydation net. Le DHF, produit de la réaction de 
la thymidylate synthase, est recyclé en N°,N'°-méthylène-THF par 
deux réactions successives (Fig, 28-21): 


1. Le DHF est réduit en THF par le NADPH lors d'une réac- 
tion catalysée par la dihydrofolate réductase (DHFR ; Section 
26-4D). Bien que dans la plupart des organismes la DHFR soit une 
enzyme monomérique monofonctionnelle, chez les protozoaires et 
chez certaines plantes, la DHFR et la TS se trouvent sur la même 
chaîne polypeptidique pour former une enzyme bifonctionnelle, et 
on a montré qu'elle dirige le DHF depuis le site actif de sa TS jus- 
qu'au site actif de sa DHFR. 

2. La sérine hydroxyméthyl transférase (Section 26-3B) trans- 
fère le groupement hydroxyméthyle de la sérine au THF pour don- 
ner le N° ,N'-méthylène-THF et de la glycine. 


e. Les antifolates sont des agents anticancéreux 

L'inhibition de la DHFR entraîne rapidement la conversion de 
la totalité du THF cellulaire en DHF par la réaction de la thymi- 
dylate synthase. L'inhibition de la DHFR empêche donc non seu- 
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dUMP  : dTMP 


thymidylate 
synthase 


N5, N19-Méthylène-THF DHF 


NADPH + H° 


Glycine dihvdrofolats 


NH,— CH,— CO0 


NH,—CH—CO0-  NADP" 
| 


CH,0H 
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FIGURE 28-21 Régénération du N°,N'*-méthylènetétrahydrofolate. 
Le DHF produit dans la réaction de la thymidylate synthase est régénéné 
en N° N'°-méthylène-THF sous les actions successives de (1) la dihydro- 
folate réductase et (2) la sérine hydroxyméthy! transférase, La thymidy- 
late synthase est inhibée par le FdUMP, tandis que la dihydrofolate 
réductase est inhibée par des antifolates comme le méthotrexate. l'amino- 
ptérine et la triméthoprime. 


FIGURE 28-22 Représentation en ruban de la dihydrofolate réduc- 
tase humaine complexée au folate, Cette enzyme monomérique est 
colorée selon sa structure secondaire avec ses hélices en jaune, ses segr- 
ments f en orange et le reste du polypeptide en bleu. {Avec la permission 
de Jay F, Davies 11 et Joseph Kraut, University of California at San 
Diego.] 


lement la synthèse de dTMP (Fig. 28-21), mais bloque également 
toutes les réactions biochimiques THF-dépendantes comme la syn- 
thèse des purines (Section 28-1A), de l'histidine et de la méthio- 
nine (Section 26-5B). La DHFR (Fig. 28-22) constitue donc une 
cible attrayante pour la chimiothérapie, 
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FIGURE 28-23 Voies principales du catabolisme des purines chez O; + H,0 xanthine 
les animaux. Les différents nucléotides et désoxynucléotides puriques oxydase 
sont tous dégradés en acide urique. H20y 
(a) H 
H / 
a. Des anomalies génétiques de l’ADA sont à l’origine TN N 
d’une immunodéficience combinée grave À | >= 0 
Des anomalies du métabolisme des nucléosides puriques dues OT TN N 
à de rares déficiences génétiques en ADA tuent sélectivement les | | 
lymphocytes (une catégorie de globules blancs). Les lymphocytes H 
étant impliqués dans de nombreux aspects de la réponse immuni- Acide urique 


taire (Section 35-2A), une déficience en ADA entraîne ce qu’on 
appelle l'immunodéficience combinée grave (SCID pour 
«Severe Combined Immunodeficiency Disease ») qui, en l’ab- 
sence de mesures de protection particulières, est toujours fatale 
chez le nourrisson en raison d'infections généralisées. Les muta- 
tions constatées dans les huit variantes connues de l'ADA chez des 
malades de la SCID semblent perturber la structure du site actif de 
l'ADA. 

Des études biochimiques ont fourni une explication valable de 

l'étiologie de la SCID. En absence d'ADA active, la désoxyadé- 
nosine est phosphorylée pour donner des taux de dATP 50 fois 
supérieurs à la normale. Cette forte concentration en dATP inhibe 
la ribonucléotide réductase (Section 28-3A), empêchant ainsi la 
synthèse des autres dNTP, et donc la synthèse de l'ADN et la pro- 
lifération cellulaire, La spécificité de la déficience en ADA vis-à- 
vis du système immunitaire peut s'expliquer par le fait que 
l'activité de phosphorylation de la désoxyadénosine est particuliè- 
rement importante dans le tissu Iymphoïde. 
La SCID due à une déficience en ADA ne peut être traitée par 
une injection intraveineuse d'ADA car le foie élimine l'enzyme du 
courant sanguin en quelques minutes. Cependant, si on lie par 
covalence plusieurs molécules de polyéthylène glycol (PEG), 


HO+-CH,—CH;—0+,H 
Polyéthylène glycol 


polymère inerte sur le plan biologique, aux groupements de sur- 
face de l’ADA, le complexe PEG-ADA reste dans le sang pendant 
une à deux semaines, permettant ainsi à la victime de la SCID de 
retrouver un système immunitaire fonctionnel. Le PEG lié à la pro- 
téine ne réduit que de — 40 % l’activité catalytique de l'ADA mais, 
bien sûr, la masque des récepteurs qui permettent son élimination 
du sang. La SCID peut donc être traitée efficacement par le PEG- 
ADA. Toutefois, ce traitement est onéreux et n'est pas entièrement 
satisfaisant. C'est pourquoi la déficience en ADA a été choisie 
comme l’une des premières maladies génétiques à traiter par thé- 
rapie génique (Section 5-5H). Des lymphocytes sont isolés du sang 
de l'enfant ADA-déficient et cultivés en laboratoire, On y insère 
par les techniques de génie génétique (Section 5-5) le gène normal 
codant l'ADA, puis on les réinjecte à l'enfant. Après 12 ans, 20 à 
25 % des lymphocytes des patients contiennent toujours le gène de 
l'ADA normale ainsi introduit. Cependant, des considérations 
éthiques imposent qu'on poursuive leur traitement par le PEG- 
ADA, ce qui rend difficile l'évaluation de ce protocole de thérapie 
génique. 
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(a) 


FIGURE 28-24 Structure et mécanisme d'action de l'adénosine désaminase, (a) Repré- 
sentation en ruban de l'adénosine désaminase murine complexée à son analogue d'état de 
transition HDPR et vue approximativement vers le bas le long de l'axe du tonneau &/ de 
l'enzyme depuis les extrémités N-1erminales de ses segments B. Le HDPR est en représen- 
tation squelettique avec ses atomes C, N et O en vert, bleu et rouge. L'ion Zn?* lié à l'en- 
zyme, qui est coordiné au groupement 6 OH du HDPR, est représenté par une sphère argen- 
tée. [D'après une structure par rayons X due à Florante Quiocho, Baylor College of 
Medicine. PDBid 1ADA.] (b) Mécanisme catalytique présumé de l'adénosine désaminase, 
Une molécule d'eau polarisée par Zn°* (Section 15-1C) produit une attaque nucléophile du 
C6 de la molécule d'adénosine liée à l'enzyme par un mécanisme facilité par His 238 qui 
joue le rôle d'une base générale, de Glu 217 qui joue le rôle d'un acide général et de Asp 
295 qui onente la molécule d'eau par liaisons hydrogène. L'intermédiaire tétraédrique résul- 
tant se décompose avec élimination d'ammoniac lors d'une réaction aidée par les chaînes 
latérales imidazolium de His 238 et carboxylique de Glu 217 qui interviennent respective- 
ment comme acide général et base générale. Il se forme de l'inosine sous sa forme tauto- 
mère énol qui, après s'être détachée de l'enzyme, prend sa forme céto dominante. L'ion 
Zn°* est coordiné à trois chaînes latérales de His qui ne sont pas montrées. [D'après Wil- 
son, D.K. and Quiocho, F.A.. Biochemistry 32, 1692 (1993).] 


b. Cycle des nucléotides puriques 

La désamination de l'AMP en IMP, quand elle est associée à la 
synthèse d'AMP à partir d'IMP (Fig. 28-4, à gauche), se solde par 
la désamination de l'aspartate en fumarate (Fig. 28-25). John 
Lowenstein a montré que ce cycle des nucléotides puriques joue 
un rôle métabolique important dans le muscle squelettique, Une 
augmentation de l'activité musculaire demande une augmentation 
de l'activité du cycle de l'acide citrique, ce qui nécessite, en géné- 
ral, la formation d'intermédiaires du cycle de l'acide citrique sup- 
plémentaires (Section 21-4). Cependant, les muscles n'ont pas la 
plupart des enzymes qui catalysent ces réactions anaplérotiques 
(«de remplissage ») que l'on trouve dans les autres tissus. Par 
contre, le muscle renouvelle ses intermédiaires du cycle de l'acide 
citrique via le fumarate formé par le cycle des nucléotides 
puriques. L'importance de ce cycle des nucléotides puriques dans 


H,, His 238 


Inosine (enol tautomer) 


le métabolisme musculaire est confirmée par le fait que les activi- 
tés des trois enzymes impliquées sont de plusieurs fois supérieures 
dans le muscle par rapport aux autres tissus, Par ailleurs, des per- 


sonnes ayant une déficience héréditaire en AMP désaminase mus- 
malaien lln dlflalonre an meunad£iaulats Alcominassa) ve fatinsant 


c. La xanthine oxydase est une protéine mini-transporteur 
d'électrons 
La xanthine oxydase (XO) transforrne l'hypoxanthine en xan- 
thine, et la xanthine en acide urique (Fig. 28-23, en bas). Chez les 
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dimère dont chaque sous-unité (1330 résidus) fixe divers agents 
transporteurs d'électrons: un FAD, deux centres [2Fe-2S] que 
l'on peut distinguer par spectroscopie, et un complexe molybdo- 
Ptérine (Mo-pt) 


S oO 
\/ 
0 x Ÿ me \ "0H, 
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Complexe molybdoptérine (Mo-pt) 


qui oscille entre les états d'oxydation Mo(VI) et Mo(IV). L'ac- 
cepteur terminal d'électrons est l'oxygène, qui est transformé en 
H,0;, un agent oxydant potentiellement dangereux aussitôt 
décomposé en H,0 et O, par la catalase (Section 1-2A). Dans la 
XO, le polypeptide a été clivé par protéolyse en trois segments 
(l'enzyme non clivée, connue sous le nom de xanthine déshydro- 
génase, utilise de préférence le NAD* comme accepteur d'élec- 
trons, alors que la XO ne réagit pas avec le NAD"*). 

La structure par rayons X de la XO de lait de vache complexée 
à l'acide salicylique (Section 25-7B), un inhibiteur compétitif, 
déterminée par Emil Pai, montre que les deux centres [2Fe-25] 
s'interposent entre le FAD et le complexe molybdoptérine pour 
former une mini-chaîne de transport d'électrons (Fig. 28-26). Cha- 


VS [2Fe-2S] 
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H,0 AMP NH 
AMP IMP 
Aspartate 
Fumarate / F4 + GTP 
adénylosuccinate adénylosuecinate 
lyase synthétase 
Adénylosuccinate 
GDP + P, 


Bilan: H,0 + Aspartate + GTP—> NHŸ + GDP + P, + fumarate 


FIGURE 28-25 Cycle des nucléotides puriques. Cette voie fonctionne, 
dans le muscle, pour amorcer le cycle de l'acide citrique en formant du 
fumarate. 


cun de ses trois segments peptidiques constitue un domaine séparé, 
le domaine N-terminal fixant les deux centres [2Fe-2S], le 
domaine central fixant le FAD et le domaine C-terminal fixant le 
complexe Mo-pt. Bien que l'acide salicylique n'entre pas en 
contact avec le complexe Mo-pt, il se fixe à la XO de manière à 
bloquer l'accès des substrats au centre métallique. 


FAD 


FIGURE 28-26 Structure par rayons 
X de la xanthine oxydase de lait de 
vache en complexe avec l'acide salicy- 
lique. (a) Représentation en ruban de sa 
sous-unité de 1332 résidus où le 
domaine N-terminal (résidus 2-165) est 
en bleu-vert, le domaine central (résidus 
224-528) est en doré, et le domaine C- 
terminal (résidus 571-1315) est en 
© lavande. Les cofacteurs rédox de l'en- 
&, zyme et l'acide salicylique fixé sont en 
modèle compact avec C en vent, N en 
[2Fe-25S] bleu, O en rouge. S en jaune, P en 
magenta, Fe en orange et Mo en bleu 
clair. Les segments peptidiques de -50 
résidus qui relient ces domaines sont 
désorganisés et apparemment très 
flexibles, (b) Cofacteurs rédox de l'en- 
zyme et acide salicylique (Sal), repré- 
sentés en bâtonnets avec leurs atomes 
de S, Fe et Mo symbolisés par des 
sphères. Les atomes sont colorés 
comme dans la Partie a et sont vus de la 
même direction, mais à plus fort gros- 
sissement. [D'après une structure par 
rayons X due à Emil Pai, University of 
Toronto, Toronto, Ontario, Canadia. 
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FIGURE 28-28 Dégradation de l'acide urique en ammoniac, Le pro- 
cessus s'arrête en différents points selon les espèces et le produit azoté 
résultant est excrété. 


aussi précipiter dans les reins et les uretères sous forme de calculs, 
provoquant des lésions rénales et l'obstruction des voies urinaires. 
La goutte, qui affecte -3 personnes sur 1000, surtout les hommes, 
est traditionnellement attribuée aux excès de nourriture et de bois- 
son, ce qui n’est pas exact. L'origine probable de cette explication 
est qu'aux siècles précédents le vin était souvent contaminé par du 
plomb durant sa fabrication et son stockage. Boire abondamment 
se traduisait alors par un empoisonnement par le plomb qui, entre 
autres. diminue la possibilité d'excrétion de l'acide urique par le 


Section 28-4. Dégradation des nucléotides 1097 


FIGURE 28-29 La goutte, dessin humoristique de James Gilroy 
(1799). [Yale University Medical Historical Library.] 


La cause la plus fréquente de la goutte est une mauvaise excré- 
tion de l'acide urique (pour des raisons autres que l'empoisonne- 
ment par le plomb). La goutte peut provenir aussi de plusieurs 
insuffisances métaboliques, dont la plupart ne sont pas bien carac- 
térisées. Une cause bien connue est la déficience en HGPRT (qui 
donne le syndrome de Lesch-Nyhan dans les cas graves), laquelle 
se traduit par une production excessive d'acide urique suite à l'ac- 
cumulation de PRPP (Section 28-1D). La surproduction d'acide 
urique est aussi causée par une déficience en glucose-6-phospha- 
tase (maladie de stockage du glycogène de von Gierke; Section 
18-4): la disponibilité accrue en glucose-6-phosphate stimule la 
voie des pentoses phosphate (Section 23-4), ce qui augmente la 
vitesse de production de ribose-5-phosphate et par conséquent 
celle de PRPP qui, à son tour, stimule la biosynthèse des purines. 

La goutte peut être soignée par administration de l'inhibiteur 
de la xanthine oxydase, l’allopurinol, un analogue de l'hypoxan- 
thine où les positions N7 et C8 sont interverties. 


N 

HN Q\ HN NS 
RS 1.7 KL ». 

Allopurinol Hypoxanthine 


La xanthine oxydase hydroxyle l'allopurinol, comme l’hypoxan- 
thine, donnant l’alloxanthine, 


[e) 
HN 
ne. 
07 NN 
H 
Alloxanthine 


qui reste fortement lié à la forme réduite de l'enzyme, ce qui l’in- 
active. L'allopurinol diminue par conséquent les symptômes de la 
voutte en diminuant la vitesse de production d'acide uriaue tout en 
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lisme des pyrimidines chez les animaux. Les 
N7 Se (CH) acides aminés produits lors de ces réactions sont 
| utilisés dans d’autres voies métaboliques. L'UMP 
À À et le d'TMP sont dégradés par les mêmes 
(e) " (e) | H enzymes ; la voie de dégradation du dTMP est 
donnée entre parenthèses. 
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HN y À CH 
H:30 NH} Pi uridine À l H 
: phosphorylase ON, 
(d)Ribose-1-P dihydro-ureci NT CH 
Uracil (Thymine) — S17dr0génese Dihydro-uracil 
(Dihydrothymine) 
+ + 
NADPH + H NADP H30 — |hyd pyrimidine 
hydratase 
(e) 
(| 
- Oo—C 
ne O0C.. _(CH;) é DiOES 
| HN 
CH—(CH3) 
Hs 6: CH2 Et CH 
CH=O 2 H 
Lndläiode sélailgn ARE f-Alanine opposée 
(Semialdéhyde (B-Aminoisobutyrate) (B-Uréidoisobutyrate) 
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coo” pyrimidines, la B-alanine et le B-aminoisobutyrate, sont des 
CH—(CH3) acides aminés et métabolisés comme tels. Ils sont transformés, par 
ds 0 des réactions de transamination et d'activation, en malonyl-CoA et 
l en méthylmalonyl-CoA (Fig. 28-30, en bas à gauche) pour utili- 
S— CoA sation ultérieure (Sections 25-4A et 25-2E). 
Malonyl-CoA 
(Méthylmalonyl-CoA) 


plus solubles, Bien que l'allopurinol diminue les symptômes 
« goutteux » du syndrome de Lesch-Nyhan, il est sans effet sur ses 
symptômes neurologiques. 


C. Catabolisme des pyrimidines 


Les cellules animales dégradent les nucléotides pyrimidiques en 
leurs bases (Fig. 28-30, en haut). Ces réactions, comme celles des 
nucléotides puriques, se font par déphosphorylation, désamination 
et hydrolyse de liaisons glycosidiques, L’uracile et la thymine for- 
més sont dégradés dans le foie par réduction (Fig. 28-30, au 
centre) plutôt que par oxydation comme c'est le cas dans le cata- 
bolisme des purines. Les produits terminaux du catabolisme des 


5 M BIOSYNTHÈSE DES COENZYMES 
NUCLÉOTIDIQUES 


Dans cette section, nous passerons en revue l'assemblage, chez les 
animaux, des coenzymes nucléotidiques NAD* et NADP*, FMN et 
FAD), et le coenzyme A, à partir de leurs précurseurs. Ceux-ci sont 
des vitamines qui sont synthétisées de novo uniquement chez les 
plantes et les micro-organismes. 


A. Coenzymes à nicotinamide 

La partie nicotinamide des coenzymes à nicotinamide (NAD* et 
NADP") est dérivée, chez l’homme, du nicotinamide, de l'acide 
nicotinique ou de l'acide aminé essentiel , tous trou- 
vés dans le régime alimentaire (Fig. 28-31). La nicotinate phos- 
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FIGURE 28-31 Voies de biosynthèse du NAD* et du re) le) 
NADP", Ces coenzymes à nicotinamide sont synthétisés à I Il 
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FIGURE 28-33 Biosynthèse du coenzyme À à partir de pantothénate, sa vitamine précurseur, 


1101 


1102 Chapitre 28. Métabolisme des nucléotides 


a 
RÉSUMÉ DU CHAPITRE 


18 Synthèse des ribonucléotides puriques Presque toutes les 
cellules synthétisent de novo les nucléotides puriques par des voies 
métaboliques semblables. Le cycle purique est constitué d'une suite 
de 11 réactions qui donne l'IMP. L'AMP et le GMP sont synthéti- 
sés à partir d'IMP par des voies différentes. Les nucléosides diphos- 
phate et triphosphate sont formés successivement à partir de ces pro- 
duits par des réactions de phosphorylation. Les vitesses de synthèse 
de ces différents nucléotides sont coordonnées par des mécanismes 
de rétro-inhibition qui contrôlent leurs concentrations. Les nucléo- 
tides puriques peuvent être synthétisés également à partir de purines 
libres récupérées de la dégradation des acides nucléiques. L'impor- 
tance de ces réactions de récupération est démontrée, par exemple, 
par les conséquences très graves et étranges du syndrome de Lesch- 
Nyhan. 

2 B Synthèse des ribonucléotides pyrimidiques Les cellules 
synthétisent aussi les pyrimidines de novo mais, dans cette voie à 
six réactions, il se forme une base libre avant qu'elle soit transfor- 
mée en nucléotide, l'UMP. L'UTP est ensuite formé par phosphory- 
lation de l'UMP, et le CTP est synthétisé par amination de l'UTP. La 
biosynthèse des nucléotides pyrimidiques est régulée par rétro-inhi- 
bition ainsi que par les concentrations en nucléotides puriques. 

3 M Formation des désoxyribonucléotides Les désoxyribonu- 
cléotides sont formés par réduction des ribonucléotides correspon- 
dants. On a caractérisé trois types de ribonucléotide réductase 
(RNR): la Classe 1, que l'on trouve chez presque tous les eucaryotes 
et de nombreux procaryotes, contient un groupement Fe(Ili—O?— 
Fe(Hl) et un tyrosyl à radical libre: les RNR de Classe IT et III, que 
l'on ne trouve que chez les procaryotes, contiennent respectivement 
un cofacteur coenzyme B,,. où un centre [4Fe-4$] ainsi qu'un radi- 
cal glycyl. Elles catalysent toutes des réductions à partir de radicaux 


libres. Les substrats des RNR de Classe I et de Classe II sont des 
NDP ; ceux des RNR de Classe III sont des NTP. La RNR de Classe 
[ possède trois sites régulateurs indépendants qui contrôlent sa spé- 
cificité de substrat et son activité catalytique en partie via son état 
d'oligomérisation, ce qui permet la production de désoxynucléotides 
en quantités requises pour la synthèse d'ADN. La RNR de Classe I 
d'E, coli est réduite à son état initial par une chaîne de transfert 
d'électrons qui implique la thiorédoxine, la thiorédoxine réductase et 
le NADPH: ou la glutarédoxine, le glutathion, la glutathion réduc- 
tase et le NADPH. La thymine est synthétisée par méthylation du 
dUMP par la thymidylate synthase, ce qui donne le dT MP. Le don- 
neur de méthyle de la réaction, le N°.N'°-méthylène-THF, est oxydé 
au cours de la réaction en dihydrofolate. Le N°,N'!°-méthylène-THF 
est ensuite régénéré sous les actions successives de la dihydrofolate 
réductase et de la sérine hydroxyméthyl transférase, Cette séquence 
de réactions étant nécessaire pour la synthèse de l'ADN, elle consti- 
tue une excellente cible pour la chimiothérapie. Le FdUMP, un inhi- 
biteur du mécanisme de la thymidylate synthase, et le méthotrexate, 
un antifolate qui inhibe de manière irréversible la dihydrofolate 
réductase, sont tous deux des agents anticancéreux très efficaces. 

4 R Dégradation des nucléotides Les nucléotides puriques sont 
catabolisés en acide urique. Selon les espèces, l'acide urique est 
directement excrété ou dégradé dans un premier temps en molécules 
azotées plus simples. La surproduction ou la mauvaise élimination 
de l'acide urique est responsable de la goutte chez l'homme. Les 
pyrimidines sont catabolisées en acides aminés dans les cellules ani- 
males. 

5 M Biosynthèse des coenzymes nucléotidiques Les coenzymes 
nucléotidiques, NAD* et NADP*, FMN et FAD, et le coenzyme A 
sont synthétisés chez les animaux à partir de vitamines précurseurs. 
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PARTIE 


V 

L’EXPRESSION ET 
LA TRANSMISSION 
DE L'INFORMATION 
GÉNÉTIQUE 


1 M Les structures en doubles hélices 
A. La structure Watson et Crick : l'ADN B 
B. Les autres types d’hélices d'acides nucléiques 
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nucléiques 
A. La conformation de l’enchaînement sucre-phosphate 
B. L'appariement des bases 
C. Le tassement des bases et les interactions hydrophobes 
D. Les interactions ioniques 
3 B L'ADN superenroulé 
A. La topologie des superhélices 
8. Les mesures du degré de superenroulement 
C. Les topoisomérases 


Il y a deux classes d'acides nucléiques, l'acide désoxyribonu- 
cléique (ADN) et l'acide ribonucléique (ARN). L'ADN est la 
molécule de l'hérédité dans toutes les formes de vie cellulaire ainsi 
que chez de nombreux virus. I n'a que deux fonctions : 


1. Conduire sa propre réplication au cours du cycle cellulaire. 

2. Conduire la transcription de molécules d'ARN complé- 
mentaires de la séquence transcrite. 

L’ARN, par contre, a des fonctions biologiques plus variées : 

1. Les transcrits, en ARN, de séquences d'ADN qui spécifient 
des polypeptides, les ARN messagers (ARNm), dirigent la syn- 
thèse de ces polypeptides par les ribosomes; ce processus est 
appelé la traduction. 


D TL ADRE ste ss ds des ss fn 2.2. 


Structure des acides 
nucléiques 


tiers étant des protéines, jouent aussi bien des rôles fonctionnels 
que des rôles dans la structure des ribosomes 


3. Pendant la synthèse des protéines, les acides aminés sont 
acheminés aux ribosomes par des molécules d'ARN de transfert 
(ARNt). 

4, Certains ARN sont associés à des protéines spécifiques pour 
former des ribonucléoprotéines actives dans le processus de 
maturation post-transcriptionnelle d'autres ARN, 

5. Chez de nombreux virus c'est un ARN plutôt qu'un ADN 
qui est le support de l'information héréditaire. 


La structure et les propriétés de l'ADN ont été introduites dans 
la Section 5-5. Nous allons dans ce chapitre développer ce qui 
concerne l'ADN, les structures des ARN sont détaillées dans les 
Sections 31-4A et 32-2B. Les méthodes de purification, de 
séquençage et de synthèse chimique des acides nucléiques sont 
présentées dans les Sections 6-6, 7-2 et 7-5. Les techniques de 
l'ADN recombinant dans la Section 5-5. La Bioinformatique rela- 
tive aux acides nucléiques, est abordée dans la Section 7-4 et la 
banque de données sur les acides nucléiques (Nucleic Acid Data- 
base) est décrite dans la Section 8-3C. 


1 B LES STRUCTURES EN DOUBLES 
HÉLICES 


La double hélice d'ADN présente trois formes principales, l'ADN- 
B, l'ADN-A et l'ADN-Z, dont les structures sont décrites dans les 
Fig. 29-1, 29-2 et 29-3, Dans ce paragraphe nous présentons les 
caractéristiques principales de chacune de ces formes hélicoïdales 
et celles des doubles hélices d'ARN ou des hélices d’hybrides 
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FIGURE 29-1 Structure 3-D de l'ADN-B. L'Hélice est représentée en 
(a) modèle éclaté ou en modèle compact réalisé par ordinateur. L'hélice 
est construite selon la structure par rayons X du dodécumère autocomplé- 
mentaire CGCGAATTCGCG) déterminée par Richard Dickerson et 
Horace Drew, En (a), vue perpendiculaire à l'axe de l'hélice, Les enchai- 
nements sucre-phosphate, tournant en périphérie de la molécule, sont en 
bleu et les bases, au centre, sont en rouge, sur le dessin, Dans le modèle, 
les atomes C, N, O et P sont respectivement en blanc, bleu, rouge et vert, 


Dans les deux représentations, les mtomes EI n'ont pas été représentés 
pour éviter une surcharge, On remarque bien que les deux chaînes sucre 
phosphate tournent dans des sens opposés. En (b) (page suivante), l'axe 
de l’hélice est observé par dessus. Dans le dessin, les atomes O des 
cycles de riboses sont en rouge et la base voisine est en blanc, On 
remarque que l'axe de l'hélice passe par les paires de bases constituant le 


cœur de l'hélice. [Copyrnighted, Irving Geis.] 


FIGURE 29-1 (b) 


A. La structure Watson et Crick : l'ADN B 


La structure de l'ADN-B (Fig. 29-1), la forme biologique la plus 
abondante de l'ADN, est décrite dans la Section 5-3A. En résumé 
(Tableau 29-1), l'ADN-B est constitué d'une double hélice de pas 
à droite dont les deux chaînes antiparallèles de sucre-phosphate 
s'enroulent à la périphérie de l'hélice. Ses bases aromatiques (A, 
T, G et C), situées au cœur de l’hélice, forment des paires de bases 
complémentaires A : T et G : C de type Watson-Crick (Fig. 5-12), 
les plans qu'elles constituent sont presque perpendiculaires à l'axe 
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de la double hélice. Les paires de bases voisines, dont les cycles 
aromatiques ont une épaisseur de 3,4 À, s'empilent en mettant en 
contact leurs surfaces de van der Waals et l'axe de l'hélice passe 
au milieu de chaque paire de base. L'ADN-B a un diamètre de 
20 À et présente deux profonds sillons entre les chaînes de sucre- 
phosphate : Le sillon mineur, relativement étroit qui expose le 
coté de chaque paire de bases correspondant à la liaison glycosi- 
dique (entre l'azote N de la base et le C1” du ribose : en bas de la 


TABLEAU 29-1 Données sur la structure de l'ADN idéal: À, B et Z 


A B Z 

Sens du pas de l'hélice à droite à droite à gauche 
Diamètre —26 À —20 À 18 À 
Paires de bases par 

tour d'hélice 11,6 10 12 (6 dimères) 
Rotation de l'hélice par 

paire de bases 31° 36° 9° pour les successions pyrimidine-purine; 

51° pour les successions purine-pyrimidine 

Longueur d'hélice 

par tour 34 À 34 À 44 À 
Hauteur d'hélice par 

paire de bases 29 À 3.4 À 74 À par dimère 
Inclinaison normale des buses 

vers l'axe de l’hélice 20° 6° T 
Grand sillon Etroit et profond Large et profond Aplati 
Petit sillon Large et superficiel Etroit et profond Etroit et profond 
Plissement des sucres C3'-endo C2'-ndo C2'-endo pour les pyrimidines: 

C3'-endo pour les purines 

Liaison glycosidique Anti Anti Anti pour les pyrimidines: syn pour les purines 


Source: Mainly Arnott, S., in Ncidle, S. (Ed.), Oxford Handbook of Nucleic Acid Structure, p. 35, Oxford University Press (1999) 
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FIGURE 292 Structure 3-D de l'ADN-A, Dessins en modèle éclaté et 
modèle compact, de l'ADN-A avec, en (a), une vue perpendiculaire à 
l'axe de l'hélice. Les codes de couleurs sont les mêmes que dans la Fig. 
29.1. L'hélice a été construite par Richard Dickerson, sur la base des 
structures de l'octamère auto-complémentaire d(GGTAATCC), révélées 


aux rayons X par Olga Kennard, Dov Rabinovitch, Zippora Shakked et 
Mysore Viswamitra. On remarque que les paires de bases sont obliques 
par rapport à l'axe de l'hélice et que celle-ci est creuse au centre. À com- 
parer avec la Fig. 29-1. [Copyriged, Irving Geis.] 
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FIGURE 29-3 Structure 3-D de l'ADN-Z. Dessins en modèle éclaté et par Andrew Wang et Alexander Rich. On remarque que l’hélice est, cette 
modèle compact de l'ADN-Z, avec, en (a), une vue de l'hélice perpendi- fois, de pas à gauche et que les enchaînements sucre-phosphate suivent 
culaire à l'axe et en (b) (page suivante), une vue polaire sur l'axe, Les un parcours en zig-zag ; de plus, les résidus riboses de la même paire ne 
codes de couleurs sont les mêmes que pour ka Fig. 29-1, L'hélice à été sont pas dans un même rayon [voir en (b)] montrant que le motif récur- 
construite à partir de plusieurs répétitions par Richard Dickerson, sur la rent de l'ADN-Z est un dinucléotide. À comparer avec les Fig. 29-1 et 


base des structures de l'hexamère dCGCGCG) déterminées par rayons X 29-2. [Copyrighted, Irving Geis.] 


Section 29-2. Les forces stabilisant les structures des acides nucléiques 1115 


symétrie d'ordre deux avec un T dépassant l'extrémité 5° de 
chaque brin (ces T apparaissent désordonnés dans la structure par 
rayons X). Un monomère de Za se lie à chacun des brins de 
l'ADN-Z, sans établir de contact avec l'unité Za liée sur l'autre 
brin, L'interaction entre la protéine et l'ADN-Z se fait d’abord par 
des liaisons hydrogène et des ponts salins entre les chaînes laté- 
rales polaires et basiques et le squelette sucre-phosphate. Notons 
qu'aucune des bases de l'ADN n'est impliquée dans ces associa- 
tions. La surface de liaison à l'ADN de la protéine, dont la forme 
est complémentaire de celle de l’ADN-Z, possède une charge posi- 
tive, comme on s'y attend de la part d’une protéine interagissant 
avec plusieurs groupements phosphates anioniques rapprochés. On 
pense que le domaine Zx de ADARI la dirige vers l'ADN-Z en 
amont des gènes en phase de transcription active (les arguments 
sont présentés dans la Section 31-4A). 


c. Les hybrides appelés ARN-11 et ARN-ADN ont une 
conformation semblable à celle de l'ADN-A 

L'ARN en double hélice ne peut pas prendre une conformation 
semblable à celle de l’ADN-B à cause d’encombrements stériques 
aux alentours des groupes 2’-OH. Il prend donc habituellement une 
forme semblable à celle de l'ADN-A (Fig. 29-2), appelée ARN-A 
ou ARN-11, parce qu'il présente 11 pb par tour d'hélice, un pas 
de 30,9 À et une inclinaison de 16,7° des paires de bases par rap- 
port à l'axe de l'hélice, Par exemple, beaucoup d'ARN, comme les 
ARN de transfert et les ARN ribosomiques, (dont les structures 
seront détaillées dans les Sections 32-2A et 32-3A), contiennent 
des séquences complémentaires sur la même chaîne qui peuvent 
former des tiges en doubles hélices. 

Les doubles hélices hybridées entre ARN et ADN ont sans 
doute une conformation comme celle de l' ADN-A. En effet, la 
structure, établie par Barry Finzel (Fig. 29-6), du complexe de 
10 pb entre un oligonucléotide ADN, d(GGCGCCCGAA) et son 
oligonucléotid…e ARN complémentaire  nHUUCGGGCGCC) 
s'avère avoir les caractéristiques d’une double hélice de type A 
(Tableau 29-1). Elle a 10,9 pb par tour d'’hélice, un pas de 
31,3 À et une inclinaison moyenne des paires de bases de 13,9° 
par rapport à l'axe de l'hélice. Cependant, cette hélice hybride a 
aussi des caractéristiques d'hélice d'ADN-B avec un sillon 


FIGURE 295 Structure par rayons X de deux domaines ADARI Za 
complexés avec de l'ADN-Z. . Le complexe est observé selon son axe 
de symétrie d'ordre 2, Le duplex des deux héxamères d(CGCGCG) auto- 
complémentaires est montré sous forme éclatée avec son squelette sucre- 
phosphate en rouge et les autres parties en rose, Les domaines Za sont 
dessinés sous forme de rubans avec les hélices en bleu foncé et les 
feuillets B en bleu clair, On notera que chaque domaine Za n'est en 
contact qu'avec un seul des brins de l'ADN-Z. [Avec l'aimable autorisa- 
tion d'Alexander Rich, MIT. PDBid 1 QBJ.] 


à 


FIGURE 29-6 Structure par rayons X d'une hélice hybride d ‘ARN- 
ADN de 10 pb constituée d'un complexe entre dGGCGCCCGAA) et 
rUUCGGGCGCC). La structure est représentée sous forme éclatée, 
avec les atomes C de l'ARN en bleu clair et ceux de l'ADN en vert, les 
atomes N en bleu foncé, les atomes O en rouge à l'exception des O2’ de 
l'ARN qui sont en rose, et les atomes P en jaune, [D'après la structure 
par rayons X de Barry Finzel, Pharmacia & Upjohn, Inc, Kalamazoo, 
Michigan, PDBid 1FIX.] 


mineur d'une largeur de 9,5 À, intermédiaire entre celle de 7,4 À 
habituelle pour l'ADN-B et celle de 11 À de l'ADN-A. De plus, 
certains des cycles des résidus ribose de son brin d'ADN ont des 
conformations caractéristiques de l'ADN-B (Section 29-2A), 
tandis que d'autres ont des conformations caractéristiques de 
l'ARN-A. Cette structure a une signification biologique, puisque 
de courts motifs hybrides ARN-ADN existent aussi bien lors de 
la transcription en ARN de la matrice ADN (Section 31-2C) que 
lors de l'initiation de la réplication de l'ADN par des petites 
amorces d'ARN (Section 30-1D). La composante ARN de cette 
hélice constitue le substrat de la Rnase H spécialisée dans l'hy- 
drolyse des brins d'ARN des hélices hybrides ARN-ADN in vivo 
(Section 30-4C). 


2 B LES FORCES STABILISANT LES 
STRUCTURES DES ACIDES NUCLEIQUES 
L'ADN ne présente pas une complexité de structure comme les 
protéines, parce qu'il n’a que peu de possibilités de prendre des 
structures secondaires semblables aux structures tertiaires et qua- 


(a) 


Section 29-2. Les forces stabilisant les structures des acides nucléiques 


(a) 


FIGURE 29-9 La déformation du cycle ribose, Les substituants d'un 
cycle (a) ribose, vu ici avec la liaison C3'-C4’ perpendiculaire au plan, 
sont tous éclipsés. Cette contrainte stérique peut être levée partiellement 
en déformant le cycle comme en (b), ce qui donne une conformation en 
demi-chaise dans laquelle C3’ apparaît hors du plan. 


On pourrait s'attendre à ce que seulement trois atomes sur 
les cinq constituant le cycle ribose, soient dans un même plan, 
puisqu'un plan est défini par trois points dans l’espace. Cepen- 
dant, dans la grande majorité des structures cristallines qui ont 
été décrites, pour plus de 50 nucléotides et nucléosides, quatre 
atomes du cycle sont dans un même plan à quelques centi- 


C3'endo 


FIGURE 29-10 Les conformations du sucre des nucléotides. Le 
nucléotide en (a) a La conformation C3'-endo (C3 est du même coté du 
cycle que C5’), comme dans l'ARN-A et l'ARN-11 ; en (b), la conforma- 
tion C2’-endo, rencontrée dans l'ADN-B. Les distances entre les atomes 


(b) 
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mètres d'À près, et l'atome restant est en dehors de ce plan, à 
plusieurs dizaines d'À (conformation en demi-chaise). Si 
l'atome en dehors du plan se trouve du même coté du cycle 
que l'atome C5”, on dit qu'il a la conformation endo (du grec 
» endo », à l'intérieur), tandis que s'il est de l’autre coté, la 
conformation est appelée exo (du grec «exo», à l'extérieur), 
Dans la grande majorité des structures connues de nucléosides 
et de nucléotides, l'atome hors du plan est soit C2”, soit C3’ 
(Fig. 29-10). Le type de torsion du ribose le plus fréquent est 
C2'-endo ; les C3'-endo et -exo sont assez courantes, les autres 
conformations sont rares. 

La torsion du ribose est importante dans l'étude de la confor- 
mation des acides nucléiques parce que ce phénomène détermine 
les orientations des substituants phosphates de chaque résidu 
ribose (Fig. 29-10). En tous cas, il est difficile de construire un 
modèle d'acide nucléique en double hélice si les C2’ et C3” ne sont 
pas en endo. En réalité, l'ADN-B a la conformation C2'-endo tan- 
dis que l'ADN-A et l'ARN-11 ont la conformation C3v-endo. 
Dans l’'ADN-Z, les nucléotides puriques sont tous C3'-endo et les 
nucléotides pyrimidiques sont C2’ endo, ce qui montre encore une 
fois que l'unité répétitive de l'ADN-Z est un dinucléotide. Dans 
les structures par rayons X d'ADN-A, les torsions des sucres 
observées sont presque exclusivement C3'-endo. Cependant, 
celles de l’ADN-B, bien que majoritairement C2'-endo, ont une 
certaine variabilité comprenant des C4'-exo, O4'-endo, Cl'-exo et 
C3'-exo. Cette variabilité de la torsion des sucres de l’'ADN-B 
montre probablement sa plus grande flexibilité par rapport aux 
autres types d'hélices d'ADN. 


c. La conformation du squelette sucre-phosphate subit des 

contraintes 

Si la rotation de la chaîne sucre-phosphate (Fig.29-7) pouvait 
être complètement libre autour de ses axes, il ne pourrait proba- 
blement pas exister d'acide nucléiques ayant une structure stable. 
La comparaison faite par Muttaiya Sundaralingam, d'une quaran- 
taine de structures cristallines de nucléosides et de nucléotides, a 
montré que les angles de rotation sont réellement limités. Par 
exemple, la valeur de l'angle de torsion autour de la liaison 
C4'-CS5’ (y, dans la Fig. 29-7) a une distribution étroite, de telle 


C2'endo 


P adjacents du squelette sucre-phosphate sont indiquées. [D'après Saen- 
ger, W., Principles of Nucleic Acid Structure, p. 237, Springer-Verlag 
(1983).] 
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résulte, en partie, de la complémentarité électronique entre À et T 
etentre G et C. La base théorique de cette complémentarité est mal 
connue; il s'agit en fait d'une observation expérimentale. Les 
approximations encore inhérentes aux présupposés théoriques 
actuels ne permettent pas de prendre en compte de manière 
précise les petites différences d'énergie (quelques 
kJ : mol"!) entre les associations par liaison hydrogène, spécifiques 
et non spécifiques. Les portions de double hélice de nombreux ARN 
contiennent cependant quelques paires de bases non conformes à 
Watson-Crick ; c'est le plus souvent G : U qui présente une signifi- 
cation fonctionnelle et structurale (cf. Sections 32-2B et 32-2D) 


c. Les liaisons hydrogène ne stabilisent pas l'ADN 

Il est clair que les liaisons hydrogène sont nécessaires à l'ap- 
pariement spécifique des bases dans l'ADN, puisque c'est cet 
appariement qui est finalement la condition de la fidélité très éle- 
vée requise lors de la réplication, pour que celle-ci se déroule 
presque sans erreur (Section 30-3D). Pourtant, il en va de même 
que pour les protéines (Section 8-4B), la stabilité de la double 
hélice n'est que très peu dépendante des liaisons hydrogène. Ainsi, 
lorsqu'on ajoute de l'éthanol, composé relativement peu polaire, à 
une solution aqueuse d'ADN, ce qui renforce les liaisons hydro- 
gène, la double hélice est pourtant déstabilisée comme l'indique 
une diminution de sa température de fusion (7, ; Section 5-3C). La 
raison en est que les forces hydrophobes, qui sont la cause princi- 
pale de la stabilisation de l'ADN (voir Section 29-2C), sont 
détruites par les solvants non polaires. Par contre, les liaisons 
hydrogène qui existaient entre les bases dans l'ADN natif, sont 
remplacées dans l'ADN dénaturé, par des liaisons hydrogène, dont 
l'énergie est quasi équivalente, entre les bases et l'eau. Cela rend 
compte de l'observation thermodynamique que la contribution des 
liaisons hydrogène à la stabilité de l'appariement des bases n'est 
que de 2 à 8 kJ/mol. 


C. Le tassement des bases et les interactions 
hydrophobes 


Les purines et les pyrimidines ont tendance à former de longs 
empilements de molécules planes et parallèles. On a observé ce 
phénomène dans les structures d'acides nucléiques (Fig. 29-1, 29- 
2, et 29-3) et dans des centaines de structures cristallines, obser- 
vées aux rayons X, qui contiennent les bases des acides 
nucléiques. Dans ces structures, les bases sont habituellement che- 
vauchantes (par ex. Fig. 29-14), En réalité, les structures cristal- 
lines des bases chimiquement apparentées présentent des tasse- 
ments semblables, Il semble que les interactions conduisant à ces 
tassements, du même type que les interactions de van der Waals 
(Section 8-4), sont assez spécifiques, mais pas autant que l'appa- 
riement des bases. 


a. Les bases des acides nucléiques se tassent en solution 
aqueuse 
En solution aqueuse, les bases s'agrègent ; ceci a été montré 
par l'étude des variations de la pression osmotique en fonction de 
la concentration. La loi de van't Hoff sur la pression osmotique 


7 = RTm [29.2] 


où x est la pression osmotique, "1, la molarité de la solution (moles 
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FIGURE 29-14 Tassement des cycles adénine dans la structure cris- 
talline de la 9-méthyladénine. Le chevauchement partiel des cycles est 
typique de l'association entre les bases, tant dans les structures cristal 
lines, que dans les acides nucléiques en doubles hélices, [D'après Ste- 
wat, R. F,, and Jensen, L.H., J. Chem. Phys. 40, 2071 (1964).] 


température absolue. La masse moléculaire M d'un soluté idéal 
peut être déterminée à partir de la pression osmotique puisque 
M = cm ; c étant la concentration en g de soluté par kg de solvant. 

Si la molécule étudiée a une masse moléculaire connue et 
qu'elle s'agrège en solution, on doit réécrire l'équation [29.2] 
comme suit : 


m = bRTm [29.3] 


où © est un coefficient osmotique qui indique le degré d'associa- 
tion du soluté, à varie de 1 à 0, depuis une association nulle à une 
association infinie. La variation de © en fonction de m pour les 
bases des acides nucléiques en solution aqueuse (cf. Fig. 29-15), 
se produit de manière conforme à un modèle discontinu, en plu- 
sieurs étapes : 


AtA—= A+A—= A+A—= :::— A, 
où n est au moins égal à 5 (si la réaction se poursuit jusqu'au bout, 
© = 1/n). Cette réaction ne peut résulter de la formation de liaisons 
hydrogène puisque la N°, N°-diméthyladénosine, 


H,C CH, 


Var” 


N 


T N 
KL 
n7 À 
Ribose 
NSN5.Diméthyladénosine 
qui ne peut pas former de liaison hydrogène entre les bases, pos- 
sède un degré d'association plus élevé que l’adénosine (Fig. 29- 
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ticipent aux interactions hydrophobes. Cependant, il n'y a pas de 
théorie valable qui puisse expliquer correctement la nature des 
forces hydrophobes dans les acides nucléiques (il faut bien recon- 
naître que la connaissance des forces hydrophobes dans les pro- 
téines est fragmentaire aussi). Ce sont des interactions complexes 
dont le tassement des bases est probablement une composante 
significative, Les forces hydrophobes, quelle que soit leur origine, 
ont une importance fondamentale dans le déterminisme des struc- 
tures des acides nucléiques. 


D. Les interactions ioniques 


Toute théorie sur la stabilité des structures des acides nucléiques 
doit prendre en compte les interactions électrostatiques des 
groupes phosphates anioniques. La théorie des polyélectrolytes 
donne une représentation approximative des interactions électro- 
statiques dans l'ADN en considérant la double hélice anionique 
comme une molécule linéaire ou un cylindre de charge homogène. 
Nous n'allons pas aborder ici les détails de cette théorie, mais on 
peut noter qu'elle s'accorde en général assez bien avec les faits 
expérimentaux. 

La température de dénaturation de l'ADN duplex s'accroît avec 
la concentration en cations parce que ces ions positifs se lient plus 
fortement à l'ADN en duplex qu'à l'ADN simple brin à cause de 
la densité de charges anioniques plus grande du duplex. L'aug- 
mentation de la concentration saline va donc déplacer l'équilibre 
vers la formation du duplex en augmentant la T,, de l'ADN. La 
relation expérimentale pour Na* est 


Tu = 41.1X6:c + 16.6 log[Na*] + 81.5 [29.4] 


dans laquelle, X,,,- est la fraction molaire de paires de bases 
G : C (rappelons que la T,, augmente avec le contenu en G+C; 
Fig. 5-17) ; cette équation est valable dans la zone 0,3 < X4,c< 0,7 
et dans la zone 10-3M < [Na*]< 1,0M. D'autres cations monova- 
lents tels que Li* et K* établissent des interactions non spécifiques 
semblables avec les groupes phosphates. Des cations divalents 
Mg”. Mn** ou Co**, par contre, se lient spécifiquement aux 
groupes phosphates. Les cations divalents sont donc plus protec- 
teurs pour les acides nucléiques que les cations monovalents. Par 
exemple, un ion Mg** a un effet sur la double hélice d'ADN com- 
parable à celui de 100 à 1000 cations Na”. En fait les enzymes qui 
catalysent des réactions impliquant les acides nucléiques ou les 
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FIGURE 29-17 Micrographies électroniques d'ADN duplex cireu- 


nucléotides (cf, l'ATP) exigent généralement Mg** pour être acti- 
vées. De plus, les ions Mg** jouent un rôle essentiel en stabilisant 
les structures complexes prises par beaucoup d'ARN comme les 
ARNt (Section 31-2B) et les ARNr (Section 31-3A). 


3 B L'ADN SUPERENROULÉ 


La carte génétique circulaire de virus et de bactéries suggère que 
leur chromosome est aussi circulaire. Des micrographies électro- 
niques ont effectivement montré des molécules d'ADN circulaires 
(Fig. 29-17). Certains de ces ADN circulaires ont un aspect étran- 
gement torsadé ; le phénomène résulte d'un superenroulement, 
appelé aussi supercoiling, supertwisting et superhélicité. Le 
superenroulement résulte d’une propriété topologique des molé- 
cules circulaires fermées par des liaisons covalentes. On appelle 
cette conformation la structure tertiaire de l'ADN. 


A. La topologie des superhélices 


On peut raisonner sur une molécule en double hélice dans laquelle 
les deux brins sont fermés sur eux-mêmes par des liaisons cova- 
lentes tout en formant une double hélice circulaire, comme dans la 
Fig. 29-18 (chaque brin ne peut être joint qu'à lui-même car les 
deux brins complémentaires sont antiparallèles). Une des proprié- 
tés géométriques d'un tel ensemble est qu'il n'est pas possible de 
changer le nombre de tours sans couper au préalable au moins un 
des deux brins en un point quelconque. On peut démontrer prati- 
quement et simplement cette propriété en manipulant une ceinture 
fermée avec sa boucle après l'avoir tordue sur elle-même ; chaque 
bord de la ceinture représente un brin d'ADN, Le nombre de tours 
appliqué à la ceinture avant de la fermer ne peut être modifié sans 
la déboucler ou sans couper la ceinture, comme dans le cas où on 
couperait une chaîne polynucléotidique. 
Ce phénomène peut être exprimé par l'équation suivante : 


LeT+W [29.5] 
Dans laquelle : 


1. L, le nombre d’enlacements (aussi symbolisé par LA), est 
le nombre de fois qu'une des deux chaînes d'ADN tourne autour 
de l'autre. Cette valeur est plus facilement mesurée quand l'axe de 
la molécule duplex est forcé dans un seul plan (cf . ci-dessous). 
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graphies électroniques par Laurien Polder. D'après Komberg, A., and 


FIGURE 29-18 Représentation schématique d'une double hélice 
d'ADN circulaire ayant 26 tours et fermée grâce à ses liaisons cova- 
lentes. On dit que les deux chaines polynucléotidiques sont associées 
l'une à l'autre par une liaison topologique, du fait qu'on ne peut pas les 
séparer sans briser de liaison covalente bien qu'elles ne soient pas liées 
entre elles par une liaison covalente. 


Cependant, ce nombre L est invariable pour une molécule donnée, 
qu'elle soit tordue ou non, aussi longtemps que ses chaînes poly- 
nucléotidiques restent intactes en ce qui concerne les liaisons 
covalentes ; le nombre L est donc une propriété topologique de 
cette molécule. 


2. T, le nombre de torsions (aussi symbolisé par 7w), est le 
nombre de tours complets qu'un brin polynucléotidique fait autour 
de l’axe du duplex dans la conformation observée, Par convention, 
T est positif pour les tours faits par les doubles hélices de pas à 
droite, ce qui fait que pour l'ADN-B en solution, T est égal au 
nombre de paires de bases divisé par 10,4 (qui est le nombre de pb 
par tour d'hélice d'ADN-B dans des conditions physiologiques ; 
“voir Section 29-3B). 

3. W, le nombre de supertorsions (aussi symbolisé par Wr), 
est le nombre de torsades que l'axe du duplex fait autour de l'axe 
de la superhélice dans la conformation observée. 1! mesure le degré 
de superhélicité de l'ADN. La différence entre la torsion et la 
supertorsion est illustrée par l'exemple familier présenté sur la 
Fig. 29-19, W = 0 quand l'axe de la molécule d'ADN duplex est 
forcé à rester dans un plan (cf . Fig. 29-18); dans ce cas, L = T, et 
on peut évaluer L en comptant les tours de l'ADN duplex. 
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Nombre de supertorsion 
élevé ; nombre de torsion 
faible 


Nombre de supertorsion 
fainle ; nombre de tor- 
sion élevé 


FIGURE 29-19 La différence entre la supertorsion et la torsion 
modélisée à l'aide d'un fil téléphonique, Dans un état relâché (à 
gauche), le fil est sous la forme hélicoïdale avec un nombre de supertor- 
sion W élevé et un nombre faible de torsion 7. Si on tire sur le cordon 
(au milieu), jusqu'à ce qu'il se redresse presque totalement (à droite), ke 
nombre de supertorsion devient faible et le nombre de torsion élevé, 


Les deux conformations de l'ADN représentées sur la partie droite 
de la Fig. 29-20 sont équivalentes quant à leur topologie ; elles ont 
le même nombre d’enlacements L mais diffèrent par le nombre de 


FIGURE 29-20 Deux façons de provoquer un 
pas de supertorsion dans un ADN de 10 tours 
d'hélice.. Les deux formes de molécules circulaires 
fermées dessinées à droite ont deux topologies équi- 
valentes ; elles peuvent en effet se convertir l'une en 
l'autre sans briser de liaison covalemte, Les nombres 
d'enlacements L, de torsion T et de supertorsion W 
sont indiqués dans chaque cas. À strictement parler, 
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Concentration en bromure d'éthidiun 


FIGURE 29-22 Variation de la vitesse de sédimentation de l'ADN 
duplex circulaire ayant un superenroulement négatif, en fonction de 
la concentration en bromure d’éthidium. L'éthidium s'imercale entre 
les paires de bases et provoque des diminutions localisées du superenrou- 
lement (Fig 29-23), entraînant, à nombre d'enlacements constant, un 
accroissement du nombre de supertorsions. Au fur et à mesure que la 
superhélice de gauche, à superenroulement à gauche, donc négatif, se 
détord, elle devient moins compacte et sédimente moins vite. Au point le 


plus bas de la courbe, les cercles d'ADN sont complexés avec suffisam- 
ment d'éthidium pour être sous la forme relâchée. Si on accroît encore la 
concentration en éthidium, l'ADN subit des supertorsions dans l’autre 
sens et forme des superhélices superenroulées à droite, donc à superen- 
roulement positif. Les différents aspects superenroulés des ADN circu- 
laires ont été observés réellement par microscopie électronique. [D'après 
Bauer, WR., Cnick, FH_.C., and White, JH., Sci. Am. 243 (1): 129 
(1980). Copyrighted Scientific American inc.] 


FIGURE 29-23 Structure révélée aux rayons X d’un complexe entre 
l'éthidium et le 5-iodo-UpA. L'éthidium (en rouge), s'imercale entre les 
paires de bases des dinucléosides phosphates appariés en double hélice, 


et sert ainsi de modèle pour concevoir la structure du complexe formé 
par l’éthidium et l'ADN duplex. [D'après Tsai, C.-C., Jain, S.C,, and 
Sobelle, H.M., Proc, Naïl, Acad. Sci. 72, 629 (1975).] 


(a) 
FIGURE 29-31 Les structures de la topoisomérase IL. (a) Structure par 
rayons X d'un dimère de fragments de 92 kDa (résidus 410 à 1202) de la 
topoisomérase II de levure représenté avec son axe de symétrie d'ordre 
deux vertical. Les sous-fragments A et B° d'une des sous-unités sont bleu 
foncé et rouge, ceux de l’autre sous-unité sont bleu clair et orange. Les 
chaînes latérales des résidus Tyr 783 du site actif, indiqués par un Y*, 
sont figurées sous forme compacte (les atomes C en vert et O en rouge) 
[D'après une structure par rayons X de James Berger, Stephen Harrison, 
et James Wang, Harvard University. PDBid 1 BGW,.] (b) structure par 
rayons X d'un dimère du fragment N-terminal de La protéine GyrB 


de la double hélice d'ADN-B. Les nombreux résidus Arg de ce 
domaine tapissent les parois de cette cavité, comme on doit s'y 
attendre si ces surfaces sont capables de se lier à l'ADN. 

La prise en compte des deux structures précédentes conduit à 
un modèle de type passage de brin à travers une cassure pour les 
topoisomérases de type Il (Fig. 29-32), dans lequel le duplex 


Segment-T 
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(b) 


d'E, coli {résidus 2 à 393) complexé avec l'ADPNP,. l'axe de symétrie 
d'ordre deux est disposé selon la verticale, Les deux sous-unités iden- 
tiques, colorées l'une en vert, l'autre en rouge, se replient chacune en 
deux domaines représentés par deux nuances, l'une claire, l'autre foncée, 
de la même couleur. Les chaînes latérales des résidus Ang, bordant la 
cavité centrale de 20 À de diamètre qui traverse la protéine, sont mon- 
trées en forme éclatée (en leu) et les molécules d'ADPNP sont repré- 
semtées en modèle compact. [Avec l'aimable autorisation d'Eleanor Dod- 
son et Guy Dodson, University of York, U,K.] 


d'ADN à couper se lie dans le sillon décrit plus haut en travers de 
la pointe du cœur. L'ATP en se liant au domaine de liaison à l'ATP 
(qui est absent du fragment de 92 kDa), induit alors une série de 
changements de conformation au cours desquels le segment 
d'ADN, appelé G (G veut dire » Gate » pour porte en anglais), est 
coupé et où les deux fragments obtenus s'écartent d'au moins 20 À 


FIGURE 29-32 Modèle représentant le mécanisme 
de la réaction enzymatique catalysée par les topoiso- 
mérases de type IL. Les domaines protéiques B', A’, et 
ceux à activité ATPase, sont respectivement colorés en 
jaune, rouge et violet. Les segments d'ADN G et T sont 
respectivement colorés en gris et en vert. En 1, le seg- 
ment G se lie à l'enzyme, induisant ainsi le changement 
de conformation dessiné en 2. La fixation d'ATP 
(représentée par des astérisques) et du segment T (3) 
induit une série de changements de conformation 
durant lesquels le segment G est coupé par les sous- 
fragments A’ lorsqu'ils s'écartent l’un de l'autre. Au 
même moment, les domaines à activité ATPase se 
dimérisent et le segment T est transféré à travers la 
coupure dans la cavité centrale (4, le sous-fragment B° 
situé en avant-plan est transparent pour plus de clarté). 
L'étape de transport de l'ADN est montrée comme met- 
tant en jeu un intermédiaire hypothétique figuré entre 
crochets, Les segments G sont alors ressoudés et le seg- 
ment T est libéré grâce à la séparation des sous-frag- 
ments A’ au niveau de leur interface de dimérisation 
(8). Cette interface va ensuite se reconstituer tandis que 
l'ATP est hydrolysé et libéré pour restaurer l’état initial 
de l'enzyme (2). {Avec l'aimable autorisation de James 
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sous l'action de la protéine, Cela permet le passage du fragment T 
de l'ADN (T pour transporté) qui passe de la pointe du cœur à tra- 
vers la cassure vers le centre de la cavité, et ce faisant augmente le 
nombre L de l'ADN de deux unités. Les deux sous-fragments B” 
se rapprochent l’un de l'autre pour ressouder l'ADN coupé selon 
un processus qui s'accompagne d'une hydrolyse d'ATP, et l'ADN 
qui occupe la cavité centrale est libéré en sortant de la base du 
cœur grâce à l'écartement des deux sous-fragments A’ (ou des 
deux sous-unités GyrA). Enfin, l'ADP et le P, produits sont relar- 


(a) 


(b) 


(c) 
FIGURE 29-33 Représentation des surfaces de van der Waals des 
structures par rayons X de dimères de sous-fragments A’ d'une 
topoisomérase de type LL. Dans cette vue des protéines, l'axe de symé- 
ne d'ordre deux est vertical. (a) Sous-unités de Gyr A d'E. coli (résidus 
2 à 523); c'est le plus petit fragment qui, lorsqu'il est complexé avec 
Gyr B, conserve une activité de coupure. (b) Sous-fragments A” dans la 
structure par rayons X du segment de 92 kDa de 1opoll cristallisée dans 
des conditions différentes de celles de la figure 29-31a. (c) Sous-frag- 
ments A’ de topo Il dans la structure par rayons X de topo IT (parties 
bleu foncé et bleu chair de la Fig. 29-31a). Ce modèle représente le pas- 
sage de l'ADN dans la cavité centrale de l'enzyme. [Avec l'simable auto- 
nisation de James Berger, University of California at Berkeley PDBids (a) 
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gués et les sous-fragments A’ se réunissent pour reconstituer l'en- 
zyme. Deux structures par rayons X établies de façon indépen- 
dantes confortent ce modèle: celle du fragment de 92 kDa de 
topo II cristallisé dans des conditions différentes de celles de la 
Fig. 29-31a et celle d'un fragment de 59 kDa de GyrA (Fig. 29- 
33). Les conformations que ces protéines adoptent semblent repré- 
sentatives de certaines des conformations que l'on peut prédire à 
partir du modèle de la Fig. 29-32. 


e. Les inhibiteurs de topoisomérases sont des antibiotiques 
et des agents de chimiothérapie anticancéreuse efficaces 
Les dérivés de la coumarine comme la novobiocine et les déri- 

vés de quinolone comme la ciprofloxacine, sont des inhibiteurs 
spécifiques des ADN gyrases et sont donc des antibiotiques. En 
fait, la ciproflaxine est le plus efficace des antibiotiques par voie 
orale contre les bactéries gram-négatif utilisé en médecine clinique 
(les effets secondaires indésirables et l'apparition rapide de résis- 
tances bactériennes ont entraîné une interruption de son utilisation 
dans le traitement des maladies infectieuses humaines). Un certain 
nombre de substances, parmi lesquelles la doxorubicine (égale- 
ment appelée adriamycine et produite par Streptomyces peuce- 
tius) et l'étoposide (un dérivé de synthèse) 
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*3. Pourquoi les conformations du noyau ribose les plus fréquemment 
observées sont-elles celles dans lesquelles soit l'atome C2’, soit C3”, est en 
dehors du plan des quatre autres atomes du cycle ? (Aide à la réponse : si 
on déforme un cycle plan de telle manière qu'un atome soit mis en dehors 
du plan des quatre autres, les groupes substituants du coté opposé à l'atome 
déplacé restent éclipsés. On peut observer cela très bien avec un modèle 
éclaté.) 


4. Le virus à ADN du polyome peut être séparé en trois composants 
par sédimentation à pH neutre, ayant les coefficients de sédimentation de 
20, 16 et 14,55, connus sous le nom d'ADN de types respectifs L, Il et 
IL. Ces ADN ont une composition en bases et une masse moléculaire iden- 
tiques. Dans NaC1 0,15 M, les types II et III montrent des courbes de déna- 
turation d'allure normale avec une T,, de 88°C. Par contre, le type I montre 
une courbe de dénaturation plus étalée et une T,, de 107°C, À pH 13, les 
types I et III ont des coefficients de sédimentation respectivement de 55 et 
165, et le type II se sépare en deux composants de coefficients 16$ et 
18S. Par quel caractère diffèrent les types 1, Il et Ill entre eux ? Expliquer 
leurs propriétés physiques différentes. 

5. Lorsqu'on contraint l'axe de l'hélice d'un duplex d'ADN circu- 
laire de 2340 bp à se maintenir dans un plan, l'ADN à une torsion (7) de 
212. Une fois la contrainte relâchée cet ADN reprend sa valeur normale de 
torsion de 10,4 pb par tour. Donnez les valeurs d'enlacements (L), de 
supertorsion (W) et de torsion pour les états contraint et non contraint de 
cet ADN circulaire. Quelle est la densité superhélicoïdale, &, des cercles 
d'ADN contraint et non contraint ? 
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6. Une molécule d'ADN duplex circulaire possède un segment de 
100 pb présentant une alternance de résidus G et C. Après transfert dans 
une solution à haute concentration en sels, ce segment passe de la confor- 
mation B à la conformation Z. Quel est le changement du nombre d'enla- 
cements, du nombre de supertorsion, et le nombre de torsion ? 

7. Supposons que l'on découvre une enzyme produite par une bacté- 
ne particulièrement virulente, capable de cliver la liaison C2’-C3 des rési- 
dus désoxynibose de l'ADN duplex . Quel peut être l'effet de cette enzyme 
sur l'ADN superenroulé ? 

8. Un chromosome bactérien est constitué par un complexe protéine- 
ADN dans lequel la molécule unique d'ADN est superenroulée, comme le 
montre sa titration au bromure d'éthidium. Cependant, contrairement à ce 
qui s'observe avec l'ADN nu, circulaire et double brin, la cassure de ce 
complexe simple brin, sous l'action de la lumière, ne détruit pas la struc- 
ture superenroulée, Cette observation donne-t-elle une indication sur la 
structure de ce chromosome bactérien, en particulier sur les effets stabili- 
sants des protéines ? 

9. Bien que les topoisomérases de types LA et [I ne présentent pas de 
similitude significative de séquences, une parenté lointaine a été proposée 
sur la base de similitudes de certains aspects de leurs mécanismes enzy- 
matiques, Quelles sont ces similitudes ? 

10. Dessinez le mécanisme de coupure et de ressoudure de brin cata- 
lysé par les topoisomérases de type LA. 
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8. La réparation par excision de nucléotides 

C. La réparation des mésappariements par recombinaison 

D. La réponse SOS 

E. La réparation des cassures affectant les deux brins 
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A. La recombinaison générale 
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de motifs de trois nucléotides 


Une population c'est un moyen pour l'ADN de faire encore plus d'ADN. 
Anon. 


Nous abordons une série, de trois chapitres sur les processus de 
base de l'expression génique : la réplication de l'ADN (ce cha- 
pitre), la transcription (Chapitre 31) et la traduction (Chapitre 32). 
Les grandes lignes de ces processus ont été esquissées dans la Sec- 
tion 5-4, Nous allons maintenant les approfondir en évoquant l'ori- 
gine de nos connaissances. 


l LA REPLICATION DE L’ADN : 
GÉNÉRALITÉS 

L'article original de Watson et Crick décrivant la double hélice, 
finissait sur cette phrase «Il ne nous a pas échappé que les appa- 
riements spécifiques que nous avons supposés, suggèrent l'exis- 
tence d'un mécanisme de copie conforme pour la perpétuation du 
matériel génétique ». Dans un des articles qui ont suivi, ils reve- 
naient sur cette remarque un peu sybilline en faisant remarquer 
qu'un brin d'ADN pourrait servir de matrice pour conduire la syn- 
thèse de son brin complémentaire, Bien que Meselson et Stahl eus- 
sent démontré, dès 1958, que l'ADN est en réalité répliqué de 
manière semi-conservative (Section 5-3B), ce n'est que 20 ans plus 
tard que le mécanisme de la réplication de l'ADN chez les proca- 
ryotes a été compris avec suffisamment de précisions. Comme on 
pourra le constater au cours de la lecture de ce chapitre, le pro- 
cessus de réplication de l'ADN arrive largement au niveau de com- 
plexité de celui de la traduction, mais il est réalisé par un ensemble 
de protéines qui lui sont souvent faiblement associées et qui ne 
sont présentes qu'en un faible nombre de copies dans la cellule, La 
complication surprenante de la réplication de l'ADN, quand on la 
compare avec la transcription, pourtant très semblable du point de 
vue chimique (Section 31-2), provient sans doute de la nécessité 
d'une très grande fidélité dans la réplication de l'ADN, de façon 
à conserver l'intégrité du génome transmis de génération en géné- 
ration. 
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FIGURE 30-1 Mode d'action des ADN polymérases, Les ADN polymé- 
rases positionnent les désoxyribonudéosides triphosphates qui se présen- 


H + etc. 


A. Les fourches de réplication 


L'ADN est répliqué par des enzymes connues sous le nom d'ADN 
polymérases ADN dépendantes ou plus simplement d'ADN poly- 
mérases. Ces enzymes utilisent l'ADN simple brin comme matrice 
sur laquelle elles peuvent catalyser la synthèse d’un brin complé- 
mentaire à partir des désoxyribonucléotides triphosphates appro- 
priés (Fig. 30.1). Les nucléotides qui se présentent sont sélection- 
nés pour leur capacité à former les appariements de Watson-Crick 
avec l'ADN matrice, de telle manière que le brin néosynthétisé 
forme dès lors une double hélice avec le brin matrice. Presque 
toutes les ADN polymérases connues ne peuvent faire que l'ajout 
d'un nucléotide, fourni par un nucléotide triphosphate, à une 
extrémité 3'-OH d'un polynucléotide à bases appariées avec la 
matrice, de sorte que les brins d'ADN ne peuvent être synthétisés 
que dans le sens 5° 3". Il sera question des ADN polymérases 
dans les Sections 30-2A, 2B et 4B. 


a. L'ADN duplex se réplique de façon semi-conservative 
aux fourches de réplication. 
C'est grâce à l’autoradiographie de l'ADN en cours de répli- 
cation que John Caims a mis en lumière la façon dont les chro- 
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FIGURE 30-2 Un autoradiogramme et son schéma interprétatif, d’un 
chromosome d’E. coli en cours de réplication. La bactérie a été culti- 
vée pendant un peu plus d'une génération cellulaire sur un milieu conte- 
nant de la thymidine[*H], l'ADN synthétisé dans ces conditions est mar- 
qué radioactivement, et apparaît comme un chapelet de grains noirs 
alignés sur l'émulsion photographique (ces alignements sont interprétés 
par des lignes rouges sur le dessin). La taille de l'œil de réplication 
montre qu'un sixième du chromosome circulaire a déjà été répliqué pour 
le cycle de réplication en cours. [Avec l'autorisation de John Caims, 
Cold Spring Harbor Laboratory.] 
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tent, en face d'un ADN simple brin matrice, de telle façon que le brin 
néosynthétisé soit allongé dans le sens 5° — 3". 


mosomes se répliquent. Des autoradiogrammes de chromosomes 
circulaires de E. coli incubés dans un milieu contenant de la thy- 
midine [*H} montrent la présence d' « yeux » ou de « bulles » de 
réplication (Fig. 30.2). Ces structures appelées, par analogie, 
images en q, indiquent que l'ADN duplex se réplique par sépara- 
tion progressive de ses deux brins parentaux, qui s'accompagne de 
la synthèse de leurs brins complémentaires, de façon à produire 
deux duplex identiques répliqués de manière semi-conservative 
(Fig. 30-3). La réplication de l'ADN selon ces structures est 
connue sous le nom de réplication 6. 


FIGURE 30-3 La réplication de l'ADN, 


OH + etc. 
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Un point de branchement, là où commence un œil de réplica- 
tion, là où a mieu la synthèse de l'ADN, s'appelle la fourche de 
réplication. Une bulle de réplication peut contenir une ou deux 
fourches de réplication (cas des réplications unidirectionnelle ou 
bidirectionnelle). Les études par autoradiographie ont démontré 
que la réplication 8 est presque toujours bidirectionnelle 
(Fig. 30-4). De plus, l'association de ces résultats d'autoradiogra- 
phies avec les résultats génétiques, ont montré que l'ADN des pro- 
caryotes et des bactériophages ne possède qu'une seule origine de 
réplication, site où la synthèse d'ADN commence. 


B. Le rôle de l'ADN gyrase 


La nécessité que l'ADN parental se déroule à la fourche de répli- 
cation (Fig. 30-3), présente un obstacle topologique très difficile. 
En effet, l'ADN de E. coli se réplique à une vitesse de quelques 
1000 nucléotides /s. Si son chromosome de 1300 yum de long était 
linéaire, il aurait à se retourner à l'intérieur de la cellule de E. coli, 
qui ne fait que 3 pm de long, à la fréquence de 100 tours/s (il faut 
rappeler que l'hélice ADN-B a un pas de 10 pb). Mais en fait, 
comme le chromosome de E. coli est circulaire, cela ne se passe 
pas ainsi. La molécule d'ADN va plutôt accumuler 100 tours de 
superenroulement (revoir la Section 29-3A pour les questions de 
superenroulements) jusqu'à ce qu'elle devienne trop tordue pour 
permettre un déroulement ultérieur. Les superenroulements néga- 
tifs, qui se font naturellement, facilitent le déroulement ultérieur 
mais seulement à raison de 5 % environ des tours de double hélice 
(il faut se rappeler qu'un ADN natif a normalement un supertour 
par 20 tours d'hélice environ: cf Section 29-3B). Chez les proca- 
ryotes, cependant, les supertours négatifs peuvent être produits par 
la topoisomérase de type Il, au prix de l'hydrolyse de l'ATP (voir 
l'ADN gyrase ; Section 29-3C), Ce mécanisme est essentiel pour 
permettre la réplication chez les procaryotes ; ceci est bien démon- 
tré par l'effet des inhibiteurs de l'ADN gyrase, comme la novo- 
biocine et l'acide oxolinique, qui arrêtent la réplication, sauf chez 
les mutants dont l'ADN gyrase ne peut se lier avec ces antibio- 
tiques. 


C. La réplication semi-discontinue 


Les autoradiogrammes semblables aux Fig. 30-2 et 30-4b sont 
d'une faible résolution, mais ils suggèrent que les deux brins anti- 
parallèles de l'ADN sont répliqués simultanément, à la fourche de 
réplication qui se déplace . On sait pourtant que toutes les ADN 
polymérases connues ne peuvent allonger les brins d'ADN que 
dans le sens 5'— 3°, Comment procède donc l'ADN polymérase 
pour copier le brin parental qui a lui même une orientation 5'— 3" 
à partir de la fourche de réplication ? En 1968 Reiji Okasaki a 
donné la réponse à cette question à la suite des expériences sui- 
vantes. Si une culture de E. coli, en cours de croissance, est mar- 
quée pendant un temps court de 30 sec. avec la thymidine [*H], 
une bonne partie de la radioactivité incorporée, et donc de l'ADN 
néosynthétisé, acquiert un coefficient de sédimentation de 7S à 
IS en milieu alcalin. Ces fragments ont été appelé fragments 
d'Okazaki et ont une taille de 100 à 200 nucléotides seulement 
(100 à 200 chez les eucaryotes). Si d'autre part après le bref mar- 
quage de 30 sec. à la thymidine tritiée, les bactéries sont transfé- 
rées dans un milieu sans tritium, l'ADN radioactif sédimente à une 
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FIGURE 30-4 L'autoradiographie permet de préciser si la réplication 
8 de l'ADN est unidirectionnelle ou bidirectionnelle. (a) Un organisme 
est cultivé pendant plusieurs générations cellulaires dans un milieu légè- 
rement marqué avec la thymidine [*H], de telle façon que tout son ADN 
soit visible sur un autoradiogramme, Une grand: quantité de thymidine 
['H], est ensuite ajoutée au milieu pendant quelques secondes, avant que 
l'ADN soit isolé (marquage par impulsion ou « puise labeling ») pour 
ne marquer que les bases proches de La ou des fourches de réplication, Si 
la réplication est unidirectionnelle, on ne verra qu'un point de branche- 
ment fortement marqué (au dessus), tandis que si elle est bidirectionnelle, 
deux branchements seront visibles (en dessous), (b) Un autoradiogramme 
de l'ADN de E. coli ainsi traité, démontrant que cet ADN est bien répli- 
qué de manière bidirectionnelle. [Avec l'aimable autorisation de David 
M. Prescott, Université du Colorado.] 


FIGURE 30-5 La réplication semi-discontinue de l'ADN. Au cours de 
la réplication de l'ADN, les deux brins fils (en rouge) sont synthétisés 
dans le sens 5” — 3", Le brin avancé est synthétisé de manière continue, 
tandis que le brin retardé est synthétisé de manière discontinue. 


sur le milieu non radioactif (l'expérience s'appelle « pulse- 
chase », impulsion suivie d'une chasse), indiquant que les frag- 
ments sont de plus en plus longs. Les fragments d'Okazaki sont 
donc incorporés de manière covalente à des molécules d'ADN plus 
longues. 

Okazaki a interprété ses résultats expérimentaux en formulant 
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l'ADN de Drosophila nnelanogaster. Noter que les régions simple brin 
(flèches), proches des fourches de réplication, présentent la même confi- 
£uration trans, ce qui est cohérent avec le modèle semi-discontinu de la 
réplication de l'ADN. [D'après Kreigstein, H.J. and Hogness, D.S. Proc. 
Natl. Acad.Sci.71, 173 (1974).] 


brins parentaux sont répliqués de manière différente. Le brin 
d'ADN néosynthétisé qui s'allonge dans la polarité 5'— 3", dans 
le sens de déplacement de la fourche de réplication, est appelé le 
brin avancé ; il est synthétisé de manière tout à fait continue dans 
le sens 5°’ — 3° au fur et à mesure que la fourche de réplication 
avance. L'autre brin néosynthétisé s'appelle le brin retardé ; il est 
aussi synthétisé dans le sens 5'— 3°, mais d'une manière discon- 
tinue, sous la forme des fragments d'Okasaki. Les fragments 
d'Okazaki ne sont reliés entre eux que quelques temps après leur 
synthèse par l'ADN ligase (Section 30-2D). 

Ce modèle semi-discontinu de la réplication de l'ADN est 
validé par les micrographies électroniques de l'ADN en cours de 
réplication, montrant les régions simple brin d'un coté de la 
fourche de réplication (Fig. 30-6). Dans le cas d'ADN se répli- 
quant de manière bidirectionnelle, les deux régions simple brin se 

comme on peut s'y attendre, aux deux cotés opposés, 
à l'extérieur de la bulle de réplication. 


D. Les amorces ARN 


Toutes les ADN polymérases doivent disposer de la présence d'un 
groupement 3'-OH libre pour pouvoir allonger un brin 
d'ADN. Cette exigence doit être rapprochée du fait que le modèle 
de réplication proposé est discontinu ; on doit donc répondre à la 

ion suivante: comment la synthèse d'ADN commence-t- 
elle? L'analyse détaillée des fragments d'Okazaki a révélé que 
leurs extrémités sont des segments d'ARN de 1 à 60 nucléotides 
(cette longueur dépend de l'espèce), complémentaires du brin 
d'ADN matrice (Fig. 30-7). E. coli possède deux enzymes capables 
de catalyser la formation de ces amorces ARN : l'ARN polymé- 
rase, enzyme multimérique d'environ 459 kD responsable de la 
transcription (Section 31-2), et une primase beaucoup plus petite 
(60kD), monomère produit par le gène dnaG. 
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FIGURE 30-7 La synthèse d'ADN est amorcée par des petits seg- 
ments d'ARN. 


La primase est insensible à la rifampicine, un inhibiteur de 
l'ARN polymérase (Section 31-2C). La rifampicine n'inhibe que 
la synthèse du brin avancé, ce qui montre indirectement que la 
primase produit les amorces pour la synthèse des fragments 
d'Okataki. Le départ de la synthèse du brin avancé chez E. coli, 
qui arrive beaucoup plus rarement que celle des fragments d'Oka- 
saki, peut être provoquée in vitro, soit par l'ARN polymérase 
seule, soit par la primase seule, mais elle est très fortement stimu- 
lée si les deux enzymes sont présentes. On pense donc que ces 
deux enzymes ont une action synergique in vivo pour cette fonc- 
tion d'initiation de la synthèse du brin avancé. L'ADN mature ne 
contient plus d'ARN. Les amorces ARN sont donc enlevées et les 
trous simple brin qui en résultent sont comblés sous forme d'ADN 
par un mécanisme décrit dans la Section 30-2A. 


2 M LES ENZYMES DE LA RÉPLICATION 


La réplication de l'ADN est un processus complexe qui implique 
une assez grande variété d'enzymes. Elle requiert, si l’on se limite 
aux principaux acteurs, selon leur ordre d'action: (1) les ADN 
topoisomérases, (2) les enzymes connues sous le nom d'hélicases, 
qui séparent les brins d'ADN à la fourche de réplication, (3) des 
protéines qui empêcheront les deux brins de se réassocier avant 
d'avoir été répliqués, (4) des enzymes pour synthétiser les amorces 
ARN, (5) une ADN polymérase, (6) une enzyme pour enlever les 
amorces ARN, (7) une enzyme pour ligaturer de manière covalente 
les fragments d'Okazaki contigus. Dans cette section seront 
décrites les propriétés et les fonctions de bon nombre de ces 


enzymes. 


A. L'ADN polymérase 1 


En 1957, Arthur Kornberg publie la découverte d'une enzyme 
catalysant la synthèse d'ADN dans des extraits de E. coli, grâce à 


(a) 


FIGURE 30-8 Structure par rayons X du fragment de Klenow de 
l'ADN polymerase 1 (FK) complexée avec un ADN double hélice, (a) 
La surface de FK accessible aux solvants est en jaune, les 12 nt du brin 
matrice sont en bleu ciel et les 14 nt du brin amorce sont en rouge, (b) 


tivement, comme cela a été vu dans la Section 7-2A, des protéases 
comme la subtilisine ou la trypsine coupent Pol I en deux mor- 
ceaux : le grand fragment, dit de « Klenow » (FK ; des résidus 
324 à928), qui contient les activités polymérase et exonucléase 3" 
— 5’, et un fragment plus petit (des résidus 1 à 323), qui contient 
l'activité exonucléase 5° —> 3’. Donc Pol 1 contient trois sites 
actifs dans une seule chaîne polypeptidique. 


d. La structure par rayons X du fragment de Klenow 

montre comment il se lie à l'ADN 

La structure, déterminée par rayons X par Thomas Steitz, 
montre que cette protéine est faite de deux domaines (Fig. 30-8). 
Le domaine le plus petit (des résidus 324 à 517) contient le site 
pour l'exonucléase 3° — 5°, comme cela a été démontré par la 
perte de cette fonction, tout en gardant l'activité polymérase, par 
un fragment de Klenow mutant qui avait perdu les sites affines des 
cations divalents nécessaires à l'activité exonucléase 3° — 5’, et 
dont la structure reste normale par ailleurs, Le domaine le plus 
grand (résidus 521 à 928, comprenant l'hélice G et au delà, dans 
la Fig. 30-8b) contient le site actif pour la polymérase à la partie 
inférieure d’une forme en pince proéminente, situé à une distance 
assez éloignée (-25À) du site pour l'exonucléase 3° —> 5’. Cette 
pince, recouverte de résidus chargés positivement, a une taille 
approximative de 22 À en largeur et de 30 À en profondeur ; sa 
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(b) 


Une représentation en cylindres et flèches, du complexe dans la même 
onentation que dans (a), dans laquelle le brin matrice est en bleu et le 
brin amorce est en violet. [Avec l'aimable autorisation de Thomus Steitz, 
Université de Yale/PDBid 1KLN.] 


forme lui permet de se lier à une molécule d'ADN-B, comme une 
main droite saisissant une baguette (les hélices H-I correspon- 
draient au pouce, les hélices L-P aux doigts et le domaine le plus 
grand à la paume). Ce dernier domaine constitue un feuillet B de 
six plis antiparallèles où se trouve le site actif pour la fonction 
polymérase). En fait, les sites actifs de toutes les polymérases à 
ADN ou ARN dont la structure est connue, sont localisés dans la 
partie inférieure de formes en pince semblables (30-4B, 30-4C et 
31-2A). 


e. L'ADN polymérase reconnaît les paires de bases 
Watson-Crick grâce à des interactions indépendantes de 
la séquence induisant des mouvements de certains 
domaines 
Le domaine C-terminal de l'ADN polymérase 1 de Thermus 

aquaticus (Tag) (Klentaql) a 50% d'identité de séquence et une 

structure assez similaire à celles du grand domaine du fragment de 

Klenow, bien que Klentagi n’ai pas de site exonucléase 3° — 5° 

fonctionnel. Gabriel Waksman a cristallisé un complexe de Klen- 

taql et d'un ADN de 11 pb possédant une extension de brin non 
appariée GGAAA-5" à l'extrémité 5° du brin matrice. Les cristaux 
avaient été incubés avec du 2”,3'-didéoxy-CTP (ddCTP, qui ne 
possède pas de fonction 3'-OH). La structure de ces cristaux (Fig. 
31-9a) montre qu'un résidu ddC forme une liaison covalente avec 


Protéine DnaB 


FIGURE 30-14 Le déroulement de l'ADN sous l’action conjuguée des 
protéines DnaB et SSB, La protéine hexamérique DnaB avance le long 
du brin matrice retardé dans le sens 5° —+ 3", Il en résulte que les brins 
d'ADN sont séparés et qu'ils sont empêchés de se réassocier à cause de 
la liaison avec SSB. 


La protéine DnaB de E. coli est une hélicase hexamérique avec 
des sous-unités identiques de 471 résidus ; elle sépare les brins de 
l'ADNdb en se déplaçant le long du brin retardé de la matrice dans 
la direction 5°—3", tout en hydrolysant de l'ATP (elle peut égale- 
ment utiliser du GTP et du CTP mais pas de l'UTP), Des études 
de microscopie électronique ont révélé que DnaB forme un anneau 
hexamérique qui, selon les conditions, possède une symétrie 
d'ordre 3 ou 6 (C; ou C,) avec un canal central d'environ 30 À de 
diamètre. De la même façon, l'hélicase/primase, produit du gène 
4 du bactériophage T7 (un bactériophage infectant E, coli), forme 
un anneau hexagonal à deux étages (Fig. 30-15) dont les domaines 
N-terminaux, qui sont les plus petits (résidus 1-271), contiennent 
l'activité primase, alors que les grands domaines C-terminaux 
(résidus 271-566) sont responsables de la fonction hélicase. L'hé- 


FIGURE 30-15 Image de l'hélicase/primase codée par le gène 4 du 
phage T7 d'après des données de microscopie électronique, Dans cet 
anneau hexamérique à deux étages (er: jaune), le plus petit lobe de 
chaque sous-unité correspond au domaine primase N-terminal et le plus 
gros lobe au domaine hélicase C-terminal. On pense que la protéine 
interagit avec l'ADN, comme le montre ce modèle, qui présente une 
fourche d'ADN composée d'un segment en duplex de 30 pb et de deux 
segments simple brin de 25 nt, où celui qui se termine par une extrémité 
5° passe à travers l'anneau hexamérique. Le mode d'interaction de l'ex- 
trémité 3° avec la protéine, si interaction il y a, est inconnu. [Avec l'ai- 
mable autorisation de S.S. Patel et K.M. Picha, Université de Médecine 
et Dentaire du New Jersey.] 
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licase/primase, produit du gène 4 du bactériophage T7 (également 
appelée T7 gp4 , où gp signifie gene product pour « produit du 
gène »), hydrolyse préférentiellement dTTP mais accepte égale- 
ment le dATP et l'ADP. 

La structure par rayons X de DnaB n'a pas été déterminée, 
mais Dale Wigley a déterminé celle du grand domaine C-terminal 
(résidus 241-566) de l'hélicase/primase, produit du gène 4 du bac- 
tériophage T7 complexée avec de l'ADPNP. Cette hélicase forme, 
comme on pouvait s’y attendre, un anneau hexagonal (Fig. 30-16), 
dont la cohésion semble principalement due à la liaison des bras 
de la partie N-terminale de chaque sous-unité avec la sous-unité 
adjacente. Deux boucles de chaque sous-unité, qui s'étendent dans 
le canal central de l'hexamère et qui contiennent plusieurs résidus 
basiques conservés, forment probablement la surface de liaison de 
l'hexamère à l'ADN. 

L'anneau hexagonal présente seulement une symétrie de révo- 
lution d'ordre 2 (C,). Si l'on note les sous-unités adjacentes d'une 
moitié assymétrique de cet anneau À, B et C, la position de la sous- 
unité B par rapport à A correspond à une rotation de 15° autour 
d'un axe situé dans le plan de l'anneau (après une rotation de 60° 
autour de l'axe d'ordre 6), et la position de la sous unité C par rap- 
port à B correspond à une rotation de 15° supplémentaire (donc 
30° par rapport à A). Les boucles de liaison à l'ADN forment donc 
une rampe en hélice dont la forme est approximativement complé- 
mentaire de celle du squelette sucre-phosphate d'un ADNsb en 
conformation B (notons cependant que la rampe hélicoïdale est 
interrompue à l'interface entre des sous-unités C et A adjacentes). 
L'ADPNP est lié aux sous-unités À et B mais pas aux sous-uni- 
tés C. 


FIGURE 30-16 Structure par rayons X du domaine hélicase de l'héli- 
case/primase codée par le gène 4 du phage T7. Chaque sous-unité de 
cet hexamère cyclique est représentée par une couleur propre, Les quatre 
molécules ADPNP fixées sont représentées en modèle éclaté. Noter que 
les conformations de sous-unités adjacentes ne sont pas identiques. [Avec 
l'aimable autorisation de Dale Wigley, Institut de Recherche sur le Can- 
cer du Royaume Uni, Londres, PDBid 1E0J.] 
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FIGURE 30-17 Le déroulement de l'ADN par l'hélicase Rep est un 
mécanisme de rotation actif. (1) La sous-unité du dimère d'hélicase 
Rep qui n'est pas fixée à l'ADNsb, se lie à L'ADNdb en même temps 
qu'il y a fixation d'ATP. (2) La sous-unité fixée à l'ADNdb déroule le 
duplex et reste attachée au brin terminé par une extrémité 3°, (3) Selon 


Les différentes conformations et les propriétés de liaison à 
l'ADPNP des sous-unités chimiquement identique de l’hexamère 
rappellent le mécanisme de changement d'affinité lors de la syn- 
thèse d'ATP par l'ATPase-F,F, (Section 22-3C), C'est pourquoi 
Wigley à suggéré que lorsque l'hélicase se lie et hydrolyse un NTP, 
elle subit un changement de conformation qui tire l'ADNdb à tra- 
vers le centre de l'anneau hexamérique sous l'effet de levier des 
boucles liées à l'ADN, On pense que les états de conformation, A, 
B et C sont dûs à la séquence dévènements: liaison d’un NTP, 
hydrolyse de celui-ci, libération du produit NDP et de Pi, comme 
cela se fait dans le mécanisme de changement d'affinité (Fig. 22- 
42). On pense donc que le processus de translocation est dû à une 
onde de rotations des sous-unités couplées qui se propage autour 
de l'anneau hexamérique. L'hélicase séparerait ainsi les brins de 
l'ADNdb par effet mécanique en se hissant le long du sillon de 
l'un des brins dans la direction 5'—3" mais sans effectuer de rota- 
tion par rapport à l'ADN, 


b. Les dimères d'hélicase Rep séparent les brins d'ADNdb 
via un mécanisme actif « de balancier ». 

Deux autres hélicases, l'hélicase Rep et la protéine PriA. jouent 
un rôle dans la réplication de l'ADN de nombreux phages de 
E. coli (Section 30-3B) et participent également à certaines étapes 
de la réplication de l'ADN de E. coli (Section 30-3C). Ces deux 
protéines se déplacent le long de l'ADN dans la direction 3°—5" 
(il s'agit donc du brin opposé par rapport à DnaB), en hydrolysant 
de l'ATP. L'hélicase Rep n'est pas indispensable à la réplication de 
l'ADN de E. coli mais il y a réduction d'environ un facteur 2 de 
la vitesse de propagation de la fourche de réplication de E. coli 
chez les mutants rep. 

L'hélicase Rep en solution est un monomère de 673 résidus, 
qui se dimérise lors de sa liaison à l'ADN. Chacune des sous-uni- 
tés de Rep sous forme dimérique peut se lier à l'ADNsb ou à 
l'ADNdb de sorte que la liaison de l'ADN à l'une des sous-unités 
inhibe fortement la liaison de l'ADN à l'autre (coopérativité néga- 
tive). Cette observation a conduit Timothy Lohman à proposer le 
mécanisme de balancier par lequel Rep déroule l'ADN et dans 
lequel les deux sous-unités du dimère se lient à tour de rôle à 
l'ADNdb ou à l'extrémité 3° de l'ADNsb à la limite 
ADNSsb/ADNdb (Fig.30-17). Les deux sous-unités avancent alors 
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un processus qui s'accompagne de la libération des produits d'hydrolyse 
de l'ATP, la sous-unité située le plus près de l'extrémité 3° de l'ADNsb 
s'en détache pour se préparer au cycle suivant de réaction de déroule- 
ment. [Avec l’aimable autorisation de Gabriel Waksman, École de Méde- 
cine de l'Université de Washington.] 


à un mécanisme de commutation dans lequel la sous-unité de l'hé- 
licase liée à l'ADNdb, libère le brin 5”, correspondant à l'extrémité 
5° par rapport au point de départ, tout en restant liée au brin 3° par 
rapport au point de départ. Lorsque l'autre sous unité se détache 
de l'ADNsb 3° par rapport au point de dépant, elle permet à nou- 
veau à la première sous-unité de s'attacher à la nouvelle extrémité 
de l'ADNdb pour continuer le cycle. 

La structure par rayons X de l'hélicase Rep de E. coli com- 
plexée avec un petit ADNsb, dT(pT)15, et de l'ADP (Fig. 30-18), 


FIGURE 30-18 Structure par rayons X de l'hélicase Rep complexée 
avec dT(pT)1S et de l'ADP, Le monomère en conformation ouverte est 
dessiné sous forme de rubans dont les couleurs reflètent la structure 
secondaire (hélices en rose, feuillets b en jaune, coudes en bleu clair). Le 
morceau d'ADNsb fixé et l'ADP sont représentés sous formes de bäton- 
nets en bleu foncé et en rouge. Dans la conformation fermée, le sous- 
domaine 2B (ruban vert transparent) a pivoté de 130° pour se refermer 
sur l'ADNSsb, [Avec l'aimable autorisation de Gabriel Waksman, École de 
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déterminée par Lohman et Waksman, révèle que la molécule 
d'ADNSsb, relativement droite, se lie à deux monomères de Rep qui 
se touchent. Un monomère de Rep comprend deux domaines, 1 et 
2, qui comportent chacun deux sous-domaines, A et B; les deux 
sous-domaines N-terminaux (IA et 2A) sont homologues entre 
eux. Dans les deux monomères de Rep qui sont liés au même 
ADNsb, les sous-domaines 2B présentent des orientations remar- 
quablement différentes de celle des trois autres sous-domaines 
(Fig. 30-18), Le monomère de Rep qui est lié à l'extrémité 5° de 
l'ADN5sb (le contact se fait entre les bases 1 à 8) adopte la confor- 
mation «ouverte » dans laquelle les quatre sous-domaines sont 
assemblés d’une façon qui rappelle une pince de crabe où un coté 
de la pince (sous-domaine 2B) est plus grand que l'autre (Sous- 
domaine 1B). L'ADN est lié au fond de cette pince, dont la base 
est constituée par les sous-domaines 1A et 2A. Dans le monomère 
Rep qui se lie à l'extrémité 3° de l'ADNsb (le contact se fait entre 
les bases 9 à 16), le sous-domaine 2B s'est réorienté par rapport 
aux autres sous-domaines en tournant de 130° autour d'une région 
charnière entre les domaines 2A et 2B, refermant ainsi la pince sur 
l'ADN pour aboutir à la conformation « fermée », Ce changement 
de conformation est en accord avec le mouvement actif de balan- 
cier, même si la façon dont les deux monomères de Rep forment 
le dimère que l’on observe en solution reste inconnu, L'ADP se lie 
à Rep entre ses sous-domaines LA et 2A tout près de l'ADN, sug- 
gérant que des changements de conformation au niveau du site de 
liaison de l'ATP sont transmis au site de liaison de l'ADN par l'in- 
termédiaire d'éléments de structure secondaire qui sont au contact 
des deux sites, La façon dont Rep sépare les deux brins de 
l'ADNdb reste inconnue pour l'instant. 


c. La protéine affine de l'ADN simple brin empêche la 
renaturation de l'ADN simple brin. 

Si on les laisse à eux-même, les brins d'ADN séparés lors de 
la progression de l’hélicase se réassocieraient rapidement derrière 
elle pour reformer l'ADNdb. C'est la liaison de la protéine affine 
de l'ADN simple brin (SSB pour «single-strand binding pro- 
tein ») qui les en empêche, Elle empêche également l'ADNsb de 
former des structures secondaires intramoléculaires fortuites (des 
tronçons d'hélice) et le protège contre les nucléases. De nom- 
breuses molécules de SSB se lient de façon coopérative à l'ADNsb 
pour le maintenir sous forme non appariée. Notons cependant que 
la réplication par l'holoenzyme Pol III, nécessite auparavant que 
les protéines SSB soient enlevées de l'ADNsb. 

La SSB de E. coli est un homotétramère de sous-unités de 177 
résidus. La SSB se lie à l'ADNsb selon différents modes différents 
qualifiés de (SSB),. qui diffèrent par le nombre de nucléotides (n) 
liés à chaque tétramère. Les deux modes principaux sont (SSB).4, 
pour lequel seules deux des sous-unités du tétramère interagissent 
fortement avec l'ADN, et (SSB),s. pour lequel les quatre sous-uni- 
tés interagissent avec l'ADNsb . Dans le mode (SSB);4, la coopé- 
rativité est sans limite et on peut former de longues chaînes de 
tétramères contigus sur un brin d'ADNSsb, tandis que le mode 
(SSB),, a une coopérativité restreinte et forme des groupes de 
quelques tétramères contigus enfilés comme des perles sur un 
ADNsb, 

Des études de protéolyse ont montré que le site de liaison de 
SSB à l'ADNsb est contenu dans ses 115 résidus N-terminaux, La 
structure par rayons X d'un fragment chymotryptique de la SSB de 
E. coli (résidus 1-135) complexé avec dC(pC).,. déterminée par 
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FIGURE 30-19 Structure par rayons X des 135 résidus N-terminaux 
de la protéine SSB de Æ. coli complexée avec dC(pC)... La protéine 
homotétramérique est vue sclon l'un de ses axes de symétrie d'ordre 2, 
ses deux autres axes de symétrie d'ordre 2 correspondant à la verticale et 
à horizontale, Chacune de ses sous-unités a une couleur propre, Les sur- 
faces des deux molécules d'ADNsb fixées sont représentées en points, et 
on voit un segment de 28 résidus de l'un des ADNsb ten vert) et deux 
segments de l'autre ADNsb (en rouge), l'un de 14 et l'autre de 9 résidus 
[D'après lu structure par rayons X obtenue par Timothy Lohman et 
Gabriel Waksman, École de Médecine de l'Université de Washington. 
PDBid 1EYG.] 


Lohman et Waksman, a révélé que la protéine tétramérique a une 
double symétrie d'ordre 2, D,, et fixe deux molécules de dC(pC);, 
(Fig. 30-19). Pour ce qui est de l’un des 35-mères, 28 nucléotides 
(résidus 3-30) étaient visibles et avaient la forme d'un sabot de 
cheval allongé enroulé autour de deux sous-unités de SSB, avec 
une pseudo-symétrie d'ordre 2 et un sommet touchant une troi- 
sième sous-unité. L'autre ADNSsb fixé était un peu désordonné de 
sorte que seuls deux segments étaient visibles, un de 14 nt (résidus 
3-16) et l'autre de 9 nt (résidus 19-27), Le cheminement des seg- 
ments d'ADNsb sur la surface de SSB a suggéré des modèles 
rationnel par rapport aux différentes propriétés de (SSB),, et de 
(SSB),:. Dans le modèle concernant (SSB),., les deux extrémités 
d'un segment de 65 nt émergent du même coté du tétramère ; cela 
limiterait le nombre de tétramères de SSB capables de se lier à des 
segments d'ADNsb de 65 nt contigus. Pour ce qui est du modèle 
(SSB) 35, les deux extrémités d'un segment de 35 nt émergent des 


FIGURE 30-21 Structure par rayons X de l'ADN ligase de Thermus 
filiformis. On a représenté ici la surface de cette protéine monomérique, 
les couleurs représentent le potentiel électrostatique. Le bleu, le blanc et 
le rouge correspondent respectivement à des potentiels positif, proche de 
la neutralité et négatif (le Domaine 4, situé en partie derrière le 

Domaine 1 sur cette vue, est en gris parce que ses chaînes latérales n'ont 
pu être observées). La partie ribose-phosphate de l'AMP qui est liée de 
façon covalente à la chaîne latérale du résidu Lys 116 est représentée en 
modèle éclaté boules/batônnets, avec C en vert, O en rouge, et P en 
jaune. L'ADNdb (rubans bleu et rouge) à été représenté dans la pince à 
ADN présomptive. La flèche orange indique une zone de surface très 
négative située à proximité du résidu AMP : elle est composée des 
chaînes latérales des résidus Asp 118, Glu 281 et Asp 283 conservés au 
cours de l'évolution et dont on pense qu'ils forment le site actif de la 
réaction catalysée par les ligases à métaux divalents. [Avec l'aimable 
autorisation de Se Won Suh, Université National de Séoul, Corée. PDBid 
IDGT.] 


qu'in vivo les amorces aient une longueur de 11 + 1 nt.. Comme 
la fourche de réplication de £. coli se déplace d'environ 1000 nt 
par seconde et que els fragments d’Okasaki ont une longueur d'en- 
viron 1000nt, la primase doit synthétiser environ une amorce ARN 
par seconde. 

La primase de E. coli est une protéine monomérique de 581 
résidus. Des études de protéolyse ont montré qu'elle comporte 
trois domaines : un domaine N-terminal de liaison à Zn°* (résidus 
1-110), où Zn?’ se trouve lié au sein d'un tétraèdre formé de trois 
résidus Cys et un résidu His; ce domaine est impliqué dans la 
reconnaissance de l'ADNsb, il y a le domaine central catalytique 
(résidus 111-433) qui catalyse la synthèse d'ARN, et le domaine 
C-terminal (résidus 434-581) qui interagit avec DnaB, La structure 
par rayons X du domaine catalytique (Fig. 30-22), qui a été déter- 
minée de façon indépendante par James Berger et par Kuriyan, a 
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révélé une protéine en forme de noix de cajou dont le repliement 
ne s'apparente à celui d'aucune ADN ou ARN polymérase, Elle 
contient cependant un segment d'environ 100 résidus similaire tant 
par sa séquence que par sa structure à des segments de topoiso- 
mérases de type IA et II (Section 29-3C) et que l'on a, de ce fait, 
appelé feuillet Toprim (de topoisomérase et primase). Le feuillet 
Toprim comprend un feuillet B à quatre brins bordé de trois hélices 
qui ressemble au feuillet de liaison aux nucléotides (Rossmann) 
(Section 8-3B). 

Le domaine catalytique de la primase comporte un sillon au 
centre de sa surface concave entouré de résidus qui sont bien 
conservés dans les primases de type DnaG. PParmi ceux-ci, on 
trouve un résidu Glu et deux résidus Asp, qui sont invariables dans 
tous les plissements Toprim connus et qui forment des liaisons de 
coordination avec un ion Mg* dans une topoisomérase de 
type II. Cela suggère que ces trois résidus acides se trouvent au site 
actif de la primase, dont on sait qu'il requiert Mg** pour son acti- 
vité. Le modèle construit par Kuriyan suggère qu'une hélice 
hybride ADN-ARN (ayant une conformation de type ADN-A, Sec- 
tion 29-1B) se lie dans le sillon par l'un de ses groupements phos- 
phate à coté du site potentiel de liaison à Mg?* (Fig. 30-22), L'ex- 
tension de cette double hélice dans la partie supérieure de la 
protéine est empêchée par un rétrécissement du sillon. Par consé- 
quent, on voit que la primase ne peut accepter qu'un segment d'hé- 
lice ARN-ADN d'environ 10 pb; cela rend compte de la processi- 
vité réduite de cette enzyme. 


FIGURE 30-22 Structure par rayons X de la primase de £. coli, On 
voit la surface de la protéine colorée selon le potentiel électrostatique : 
négatif en rouge, proche de la neutralité en blanc et positif en bleu. La 
tache jaune indique le site présomptif de lisison de Mg°* sur l'enzyme. 
Un segment d'hélice hybride ARN/ADN a été représenté dans la protéine 
en plaçant l'extrémité du brin d'ARN (rouge) près du site de fixation de 
M£g°*. Noter que le brin d'ADN matriciel (bleu) parcourt une région 
ayant surout des charges positives. [Avec l'aimable autorisation de John 
Kuriyan, Université Rockefeller. PDBid 1EQN.] 
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3 M LES MÉCANISMES DE LA 
RÉPLICATION CHEZ LES PROCARYOTES 


Les bactériophages sont les objets biologiques les plus simples et 
leurs modes de réplication de l'ADN le montrent bien. La majo- 
rité des connaissances sur la réplication de l'ADN provient de 
l'étude de cette fonction chez plusieurs phages. Dans cette Section, 
on examinera la réplication chez les coliphages M13 et 6X174, 
ainsi que ce qui est connu de la réplication de l'ADN de E. coli. 
La réplication de l'ADN chez les eucaryotes est étudiée dans la 
Section 30-4. 


A. Le bactériophage M13 

Le bactériophage M13 possède un ADN circulaire simple brin de 
6408 nt qui est son brin viral ou (+). Quand il infecte une cellule 
de E. coli, ce brin conduit la synthèse de son brin complémentaire 
(-) pour former avec lui une forme réplicative duplex circulaire 
(RF). Cette forme est soi porteuse d’une cassure simple brin 
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1. Réplication de l'ADN par Pol II 

2. Excision de l'ARN et comblement par Pol I 
3. Ligature de la partie réparée par l'ADN ligase 
4. Superenroulement par l'ADN gyrase 


FIGURE 30-23 Synthèse du brin (-) de l'ADN de M13 sur un brin 
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(RFI) soit superenroulée (RFT). Le type de réplication (Fig. 30- 
23) peut être considéré comme un modèle général de synthèse 
d'un brin avancé dans l'ADN duplex. 

Lorsque le brin (+) du M13 entre dans une cellule de £. coli, il 
est de suite recouvert de SSB, excepté sur un segment palindro- 
mique de 57 nt car celui-ci forme un repli double brin en épingle 
à cheveux. L'ARN polymérase L'ARN polymérase amorce la syn- 
thèse d’une amorce, à 6 nt avant le début de l’épingle à cheveux et 
allonge cet ARN sur 20 à 30 résidus pour former un segment 
duplex ADN-ARN. L'ADN un peu éloigné de l’épingle à cheveux 
étant couvert de SSB, l'ARN polymérase vient buter sur lui et la 
synthèse de l'amorce s'arrête donc. L'holoenzyme Pol III allonge 
alors l’amorce ARN autour du cercle pour synthétiser un brin (-). 
L’amorce est ensuite enlevée par la réaction de déplacement de 
cassure catalysée par Pol I, formant ainsi RFI par des réactions 
successives avec l'ADN ligase et l'ADN gyrase. 


B. Le bactériophage 6X174 


Le bactériophage 6X174, comme M13, possède un petit ADN 
simple brin circulaire de 5386 nt. Cependant, la conversion de la 
forme virale de l'ADN du 6X174 en forme réplicative, est beau- 
coup plus complexe que chez M13;, car la réplication chez 6X 174 
se fait grâce à un complexe protéique de 600 kD connu sous le 
nom de primosome (Tableau 30-4). 


a. La réplication du brin (-) du 6X174 est le modèle pour 
la synthèse du brin retardé 
La synthèse du brin (-) chez 6X174 se fait en six étapes (Fig. 
30-24): 


1. La séquence de réactions commence, comme chez M13; le 
brin (+) est couvert de SSB sauf pour un segment de 44 nt en 
épingle à cheveux. Une séquence de 70 nt contient cette épingle à 
cheveux, elle est appelée pas (venant de « primosome assembly 
site », pour site d'assemblage du primosome); elle est reconnue 
par les protéines PriA, PriB et PriC qui se lient à elle. 

2. Les protéines DnaA et DnaC forment un complexe DnaB, . 
DnaC,, grâce à la protéine DnaT au prix d'une consommation 
d'ATP. La protéine DnaC est alors est alors libérée ; le complexe 
restant est le préprimosome. Celui-ci se lie alors à la primase, ce 
qui forme le primosome. 


TABLEAU 30-4 Protéines du Primosome* 


Protéine Structure en sous-unité Masse corresp. (kDa) 
PriA monomérique 76 

PriB dimérique 11,5 

PriC monomérique 23 

DnaT trimérique 2 

DnaB hexamérique 50 

DnaC* monomérique 29 

Primase (DnaG) monomérique 60 


*Le complexe formé par toutes les protéines du primosome, sauf la primase, 
est connu sous le terme de préprimosome. 

PNot part of the preprimosome or the primosome. 

Source: Komberg, À. and Baker, T.A., DNA Keplication (2nd ed.), pp. 286- 
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FIGURE 30-24 Synthèse du brin (-) de 0X174 
sur un brin matrice (+) pour former l'ADN RF 1 
du 6X174, [D'après Arai, K., Low, R., Kobori, J. Schlomai, J., and Kom- 
berg, À., J. Biol. Chem. 256, 5280 (1981).] 


3. Le primosome glisse le long du brin (+) dans le sens 5°—3" 
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FIGURE 30-25 Micrographie électronique d'un primosome lié à un 
ADN RF 1 de 6X 174, De tels complexes contiennent toujours un seul 
primosome avec une ou deux petites boucles d'ADN qui lui sont asso- 
ciées. [Avec l'aimable autorisation de Jack Griffith, Lineberger Centre de 
Recherches sur le Cancer, Université de Caroline du Nord.] 


catalysée par PriA et DnaB, Ce mouvement qui enlève également 
SSB se fait donc dans le sens opposé à celui qui est suivi pour la 
lecture de la matrice, lors de l’élongation du nouveau brin d'ADN. 


4, A des sites arrêtés au hasard, le primosome inverse son sens 
de migration et la primase synthétise une amorce ARN. L'initia- 
tion de la synthèse d'une amorce se fait grâce à a protéine DnaB, 
dont on pense qu'elle modifie la conformation de l'ADN matrice, 
qui devient ainsi substrat pour la primase. Cette réaction est cou- 
plée à l'hydrolyse d'ATP. 

5. L'holoenzyme Pol III allonge les amorces pour former des 
fragments d'Okazaki. 

6. Pol l'excise les amorces et les remplace par de l'ADN. Les 
fragments sont finalement ligaturés par l'ADN ligase et la molé- 
cule duplex est superenroulée par l'ADN gyrase, format la RFI du 
ÔX174, 


Le primosome reste complexé avec l'ADN (Fig. 30-25 et participe 
à la synthèse de nouveaux brins (+) (voir ci-après). 


b. La réplication du brin (+) du 6X174 peut servir de 

modèle pour la synthèse du brin avancé 

Un brin d'un ADN duplex circulaire peut être synthétisé via le 
modèle de réplication en cercle tournant, appelé aussi mode 6, 
par ressemblance de la structure de réplication avec la lettre 
grecque 6 (Fig. 30-26). Le brin (+) de OX174 est synthétisé sur la 
matrice RFI selon une variante du mode © appelée « mode en 
cercle tournant avec boucle » (Fig. 30-27), 


L La synthèse du brin (+) commence par la liaison d'une pro- 
téine de 513 résidus codée par le gène A du phage. La liaison de 
cette enzyme sur son site de reconnaissance de 30 pb est assistée 
par le primosome. La protéine, produit du gène A, clive de manière 
spécifique une liaison phosphodiester sur le brin (+) (près du début 
du gène A) en formant une liaison covalente entre un résidu Tyr et 
le groupe 5°-phosphoryle de l'ADN : l'énergie de la liaison clivée 
est donc conservée. 

2. L'hélicase Rep (Section 30-2C) s'attache ensuite au brin 
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travaux sur les mécanismes, plus accessibles au plan expérimental, 
rencontrés chez les coliphages comme M13 et 6X174. L'ADN 
duplex est déroulé par la protéine DnaB située sur la matrice du 
brin retardé, où elle est rejointe par le primosome. Les brins ainsi 
séparés sont immédiatement revêtus par des SSB. La synthèse du 
brin avancé est catalysée par l'holoenzyme Pol III, de même que 
celle du brin retardé, après qu'il ait été pourvu d'amorces, grâce à 
l'activité primase associée au primosome. Les deux synthèses ont 
lieu au sein d'un complexe multiprotéique unique d'environ 
900 kD, appelé le réplisome, qui contient deux centres Pol HI 


(ae) reliés entre eux, au niveau de leurs sous-unités &, par un Fa DnaA @ 
pont formé d'un dimère de sous-unités +. Il s'ensuit que la matrice de 13 bp à Q @ DnaA-ATP 
du brin retardé doit donc faire un tour autour de ce complexe (Fig 20°" T7 


30-28). Le dimère T, se fixe également à l'hélicase DnaB (ce n'est 
pas montré dans la Fig. 30-28), cela stimule son activité hélicase 
tout en la maintenant au niveau de la fourche e réplication. Dès 
qu'elle a terminé la synthèse d'un fragment d'Okasaki, l'holoen- 
zyme travaillant sur le brin retardé se repositionne sur une nouvelle 
amorce, proche de la fourche de réplication. L'amorce ayant initié 
la synthèse du fragment d'Okazaki précédent est excisée par l'ac- 
tivité de « nick translation » de Pol [. et la dernière cassure est liga- 
turée par l'ADN ligase, 


a. La réplication de l'ADN de E. coli est initiée au locus PAPRREREE 


oriC grâce à la protéine DnaA 2 
L'origine de réplication pour le chromosome de E. coli est un 

segment de 245 pb, appelé locus oriC. La séquence de ce segment 

est très conservée parmi les bactéries gram. Elle entraîne la répli- De 

cation bidirectionnelle de plasmides variés, dans lesquels elle a été 

introduite, Kornberg a proposé ce modèle en plusieurs étapes pour 

expliquer l'initiation de la réplication chez Æ. coli, basé sur ses 

expériences avec de tels plasmides (Fig. 30-29) : 


1. La protéine DnaA (467 résidus) reconnaît au niveau de pndh. ds 
oriC ce que l'on appelle les cinq boîtes DnaA auxquelles elle se se a le 


fixe (chacune contient un segment bien conservé de 9 pb dont la Sensible à P1 

séquence moyenne est $'-TTATCCACA-3"). Cela forme un com- . 

plexe d'ADN oriC superenroulé négativement entourant un noyau rite 
central de cinq monomères de protéine DnaA. Ce processus se fait 3 


en présence de deux protéines apparentées, HU et THF (integration 


host factor), qui se lient à l'ADN et induisent sa courbure (IHF et : | 
HU sont présentées dans la Section 33-3C). É . 

2. Les sous-unités protéiques de DnaA séparent ensuite suc- Complexe de — Dnac + 
cessivement trois segments de 13 pb riches en AT (leur séquence préamorçage | ADP +P, 


consensus est 5'-GATCTNTINTTTT-3', avec N signifiant des 
positions non spécifiques) localisées à coté de la limite « gauche » 


FIGURE 30-29 Modèle pour l'initialisation de la réplication au site oriC, (1) Une 
sous-unité de protéine DnaA se lie à chacune des cinq boîtes DnaA de oriC, L'ADN Sensible à P1 

de oriC se trouve alors dans un état correct de superenroulement pour s'enrouler 4 

autour des protéines. aidé en cela par la liaison des protéines HU et IHF à l'ADN 

{non montré). (2) Les trois répétitions de 13 pb riches en AT sont ensuite dénaturées 

grâce à une consommation d'ATP pour former un complexe ouvert, aux extrémités Amorçage et 
duquel (3) deux complexes DnaB,-DnaC, se lient, en même temps que cinq sous- réplication 
unités supplémentaires de DnaA pour former des dimères de DnaA. (4) Le complexe 

ainsi ouvert est ensuite déroulé grâce à La fonction hélicase de la protéine DnaB, ce 

out nrénare Le commlilere nour l'amanrvracce et In rénlisation hidimetionnalle 
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de oriC. L'existence d'une région de 45 pb désappariée a été éta- 
blie grâce à sa sensibilité à la nucléase PI, une endonucléase spé- 
cifique des simples brins produite par Penicillium citrinum. La for- 
mation d'un tel complexe ouvert doit se faire en présence de la 
protéine DnaA et d'ATP (celui-ci se lie fortement à la protéine 
DnaÀ qui l’hydrolyse en présence d'ADN), seulement au dessus 
de 22°C (dans les conditions in vitro, tout au moins). Il ne fait pas 
de doute que la richesse en AT des répétitions de 13 pb facilite le 
désappariement. 

3. Le complexe DnaA conduit ensuite le complexe DnaB, , 
DnaC, à l'autre extrémité de la région mésappariée pour former un 
complexe de préamorçage selon un processus qui s'accompagne 
de la fixation de cinq sous-unités supplémentaires de DnaA : on 
aboutit à cinq dimères de DnaA fixés aux boites DnaA. DnaC, une 
ATPase qui aide à la fixation de DnaB est ensuite libérée. 

4. La protéine DnaB, qui est une hélicase, déroule ensuite 
l'ADN dans les deux sens dans le complexe de préamorçage, en 
présence de SSB et de gyrase, pour laisser entrer la primase et 
l'ARN polymérase, La participation de ces deux enzymes à la syn- 
thèse de l’amorce pour le brin avancé (Section- 30-1D), en même 
temps que le fait de réserver cette réaction au site oriC, suggère 
que c'est l'ARN polymérase qui active la primase pour la synthèse 
de l'amorce. Ceci explique sans doute la similarité entre les 13- 
mères riches en AT de oriC et les promoteurs de transcription 
actifs sur l'ARN polymérase (Section 31-2B). 


Le stade qui permettra la réplication bidirectionnelle de l'ADN par 
la forme holoenzyme de Pol III, comme cela est décrit plus haut, 
est donc atteint. 


b. L’initiation de la réplication chez E, coli est réglée de 
manière très stricte 
La réplication du chromosome de E, coli n'a lieu qu'une fois 
par division cellulaire ; ceci implique un système de régulation 
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FIGURE 30-30 Chromosomes à plusieurs fourches chez E, coli. Dans 
les cellules qui se divisent toutes les 35 minutes, l'intervalle de temps 
obligé (60 min) entre l'initiation de la réplication et la division cellulaire 
entraîne la production de chromosomes à plusieurs fourches de réplication. 
[D'après Lewin. B.. Gènes VIL p. 370, Oxford University Press (2000)]. 


très précis Selon les conditions de culture, le temps de doublement 
de E. coli à la température de 37C peut varier de moins de 20 min 
à environ 10 h. Par ailleurs, la vitesse de la progression de chaque 
fourche de réplication est constante, d'environ 1000 nt/sec : elle 
détermine donc le temps C que dure la réplication du chromosome, 
long de 4,7x10° pb, à -40 min. De plus, la ségrégation des divers 
composants de la cellule et la formation du septum, qui doivent 
précéder la division cellulaire, se font en un temps assez constant, 
D = 20 min, après la fin du cycle correspondant de réplication du 
chromosome. /! faut donc que les cellules dont le temps de dou- 
blement est inférieur à € +D = 60 min initie un cycle de réplica- 
tion du chromosome avant que la division cellulaire précédente ne 
soil terminée, Ceci entraîne la formation de chromosomes pré- 
sentant plusieurs fourches dichotomiques, comme le montre la 
Fig. 30-30, correspondant à un temps de doublement cellulaire de 
35min. 

Même lorsqu'une cellule contient de nombreux sites oriC, la 
réplication n'est initiée âchacun de ces sites qu'une seule et unique 
fois par division cellulaire. Puis, une fois que l'initiation s’est pro- 
duite, l’élongation de la chaîne s'effectue à une vitesse uniforme 
sans réel contrôle. Cela suggère qu'après l'initiation un site oriC 
se retrouve en quelque sorte séquestré (empêché d'interagir avec) 
à l'abri de l'appareil de réplication ; on parle de séquestration. On 
a de bonnes preuves par des images telles celles de la Fig. 30-31, 
que le chromosome de E. coli est associé à la membrane cellulaire. 
Cet ancrage permettrait d'expliquer comment les chromosomes 
répliqués sont répartis entre les cellules au cours de la division cel- 
lulaire. Mais quel est le mécanisme de la séquestration ? 

La séquence la plus fréquemment méthylée chez £. coli est le 
palindrome GATC ; elle est méthylée en N6 sur les deux bases A 
par la Dam méthyltransférase (Section 30-7). On trouve la 
séquence GATC 11 fois dans oriC, notamment au début de cha- 
cune des répétitions de 13 pb (voir plus haut). Les fragments 
d'ADN qui viennent d'être synthétisés sont hémiméthylés, c'est- 
à-dire que les séquences GATC du brin néosynthétisé ne sont pas 
méthylées, Bien que la Dam méthyltransférase commence à 
méthyler la plupart des segments GATC non méthylés immédiate- 
ment après leur synthèse (en moins de 1,5 min), ceux de oriC res- 


FIGURE 30-31 Micrographie électronique d'un chromosome intact 
superenroulé de E, coli, attaché à deux fragments de la membrane 
cellulaire, [D'après Delius H. and Worcel, A. J. Mol. Biol. 82, 108 
(1974).] 
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tent hémiméthylés durant un tiers de cycle de division. Par consé- 
quent, l'observation faite que les membranes se lient à oriC hémi- 
méthylée et pas si elle est non méthylée ou totalement méthylée, 
suggère que la Façon dont oriC hémiméthylée est liée à la mem- 
brane la rend inaccessible aussi bien pour la machinerie de trans- 
cription que pour la Dam méthyltransférase, 

L'association de oriC hémiméthylée à la membrane requiert la 
présence de la protéine SeqA (181 résidus), produit du gène 
seqA. Dans les cellules segA', on constate que: (1) le temps mis 
pour méthyler totalement les sites GATC de oriC est réduit à 
5 min, tandis que le temps pour méthyler les autres sites GATC 
reste inchangé : (2) il n'y a plus de synchronisation de l'initiation 
dans le cas de sites oriC multiples: et (3) en l'absence de Dam 
méthyltransférase fonctionnelle, des plasmides contenant une oriC 
complètement méthylée sont répliqués plusieurs fois par généra- 
tion de cellules, alors qu'en présence de SeqA ils ne sont répliqués 
qu'une seule fois. De façon évidente, la séquestration met en jeu 
une liaison de oriC hémiméthylée à la membrane via la protéine 
SeqA. Le promoteur hémiméthylé du gène dnaA est séquestré de 
façon similaire, et cela réprime sa transcription ; on a là un méca- 
nisme supplémentaire évitant une initiation à la légère de la répli- 
cation de l'ADN. 


c. La pince coulissante est mise en place sur l'ADN par un 
chargeur 

La pince coulissante responsable de la grande processivité de 
Pol Ill ets un dimère de sous-unités 8 en forme d'anneau à travers 
lequel passe le brin d'ADN en cours de réplication (Section 30- 
2B). Le temps de demi-vie de l'étroite association, entre les deux 
sous-unités B (KD <50 nM) formant la pince coulissante, est 
d'environ 100 min à 37°C. Mais, du fait que chaque réplisome 
synthétise environ un fragment d'Okasaki par seconde, c'est avec 
cette fréquence qu'il faut charger une pince coulissante sur la 
matrice du brin retardé. Cette fonction de chargeur est due au com- 
plexe y (y1,68" 7%). selon un processus consommant de l'ATP. Les 
sous-unités + et y sont toutes deux codées par le gène dnaX, t (643 
résidus) étant la forme non tronquée et (431 résidus) la forme 
tronquée du coté C-terminal. Le complexe relie les deux centres 
Pol 111 du réplisome par les segments C-terminaux de ses sous- 
unités T, qui se lient également à l'hélicase DnaB. En fait, comme 
les sous unités 4 et # ne sont pas des acteurs essentiels du pro- 
cessus de mise en place de la pince coulissante (leur rôle est mal 
compris), nous qualifierons le complexe yt,60° de chargeur de la 
pince. Comment ce chargeur fonctionne-1-1l ? 

Parmi les cinq sous-unités du chargeur de la pince, seule & est 
la seule capable par elle-même de se lier à la pince coulissante et 
de l'ouvrir. Kuriyan et Mike O'Donnel ont déterminé la structure 
par les rayons X de la sous-unité à en complexe équimolaire 1 :1 
avec une sous-unité dont deux des résidus de l'interface de dimé- 
risation avaient été mutés pour empêcher cette dimérisation. La 
structure montre (Fig. 30-32) que à, qui comporte trois domaines, 
insère son élément d'interaction avec B, une saillie hydrophobe 
constituant l'extrémité de son domaine N-terminal, dans une poche 
hydrophobe de la surface de B. La comparaison de à dans cette 
structure avec ce qu'on a dans le complexe y,60° (voir plus bas) 
révèle que l'élément d'interaction avec B subit un important chan- 
gement de conformation lors de sa liaison avec B où l'hélice «4 
tourne de 45° et se déplace de 5.5 À. De plus. lors de la formation 
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FIGURE 30-32 Structure par rayons X du complexe f—5, Une 
deuxième sous-unité Best dessinée en gris. Intitulée « monomère B de 
référence », elle correspond à la structure par rayons X de la pince cou- 
lissante (Fig. 30-13), La vue représente la tranche de l'anneau B. L'élé- 
ment d'interaction 8 de la sous-unité f (en jaune) est composé en grande 
partie de l'hélice «4 et de deux résidus hydrophobes, Leu 73 et Phe 74, 
dont les chaînes latérales sont représentées en mode bâtonnets. [Avec 
l'aimable autorisation de John Kunyan. Université Rockefeller. PDBid 
1JQ)J.] 


par rapport à celui du dimère (Fig . 30-13) de telle sorte que l'in- 
teraction B-8 induise une ouverture d'environ 15 À de l'une des 
interfaces B-B de la pince coulissante. Cette ouverture est assez 
grande pour permettre le passage d'un ADNsb mais pas d'un 
ADNdb. Il semble que la fonction du chargeur de la pince soit de 
piéger l'une des sous-unités B de la pince coulissante dans une 
conformation qui empêche l'anneau de se refermer bien plutôt que 
d'écarter activement les deux moitiés de l'anneau. Cela est corro- 
boré par des simulations de dynamique moléculaire (Section 9-4) 
qui suggèrent que le dimère B, a une conformation stable alors 
qu'une sous-unité B isolée, évolue rapidement (environ 1,5 ns) de 
la conformation qu'elle a dans le dimère B, vers une conformation 
ressemblant à celle du complexe B-6. Le changement de confor- 
mation de l'élément d'interaction avec 6 de la sous-unité & lors de 
la liaison avec une sous-unité f fait donc penser à la rotation 
d'une poignée pour déverrouiller l'interface B-B située à coté et 
permettre l'ouverture brusque de la pince coulissante. 

La structure par les rayons X du complexe 7,66" (le chargeur 
de la pince dans lequel les deux sous-unités + ont perdu leurs 212 
résidus C-terminaux ; y et + étant interchangeables pour ce qui est 
de leur fonction de chargeur de la pince), déterminée par Kuriyan 
et O'Donnell, suggère le mode de fonctionnement du chargeur de 
la pince. Les sous-unités y, à et 8’ ont toutes des repliements simi- 
laires ; elles appartiennent toutes à la grande famille des protéines 
AAA (soit ATPase associées à diverses activités cellulaires ; 
DnaA et DnaC sont des membres de cette famille), bien que seules 
les sous-unités y (et t) se lient à l'ATP et l'hydrolysent. Les 
régions conservées des protéines AAA* comportent deux 
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Les sous-unités @ et à se lient à des sites qui se chevauchent 
sur une des faces de la pince coulissante B;. Cela a été montré par 
l'observation expérimentale que la phosphorylation d'une 
séquence de reconnaissance d'une kinase, qui avait été introduite 
par génie génétique dans le segment C-terminal de f, est inhibée 
aussi bien par &@ que par ô. La sous-unité $ a une affinité environ 
30 fois plus grande pour le complexe y, en présence d'ATP 
qu'elle n'en a pour le centre Pol III. Mais, en présence d'ADNsb, 
il y a inversion de l’affinité et B se lie préférentiellement au centre 
Pol IE (peut-être à cause de contacts supplémentaire entre le 
centre et l'ADN). Ainsi, une fois la pince coulissante chargée sur 
la matrice du brin retardé dont l'amorce a été synthétisée, le char- 
geur est déplacé par le centre Pol IT, qui bloque alors le chargeur 
pour qu'il ne dissocie pas la pince, Au lieu de cela, le chargeur 
charge, sur la matrice du brin retardé, une nouvelle pince associée 
avec l'amorce synthétisée par le primosome pour préparer le cycle 
suivant de synthèse d'un fragment d'Okazaki (Fig. 30-28b). Une 
fois la synthèse du fragment d'Okazaki terminée par le centre 
Pol II, c'est-à-dire une fois que l'espace séparant deux fragments 
d'Okazaki successifs se réduit à une simple coupure dans la 
chaine, Pol IT libère l'ADN et la pince. Le centre Pol IT se lie 
alors à la matrice et à une nouvelle amorce qui sont associées à 
leur pince coulissante (cela déplaçant le chargeur qui lui est asso- 
cié): c'est le début de la synthèse du fragment d'Okazaki suivant. 
Durant tout ce processus, l'holoenzyme Pol [IT est maintenue au 
niveau de la fourche de réplication par le centre Pol IT du brin 
avancé, qui reste fixé à l'ADN par la pince coulissante qui lui est 
associée. 

La pince coulissante qui reste autour du fragment d'Okazaki 
terminé sert probablement à recruter Pol Let l'ADN ligase pour 
remplacer l'amorce ADN du fragment d'Okazaki précédemment 
synthétisé par de l'ADN et refermé la coupure de chaîne qui sub- 
siste, Mais à la fin la pince coulissante doit être recyclée. On pen- 
sait au départ que le chargeur accomplissait ce travail. Mais il est 
clair, à présent, que la séparation entre la pince coulissante et 
l'ADN qui lui est associé est le fait d'une sous-unité d libre (celle 
qui imprime la rotation du chargeur pour écarter les sous-unité B 
formant la pince coulissante). La quantité de sous-unités à synthé- 
tisées excède de cinq fois celle nécessaire pour former les quelques 
chargeurs de pinces présents dans une cellule. 


d. La terminaison de la réplication 

La région où la réplication se termine est, chez E. coli, une 
région assez longue de 350 kb bordée par sept sites presque iden- 
tiques, non palindromiques. de 23 pb environ, appelés sites termi- 
nateurs ZerE, TerD et TerA d’un côté et TerG, TerF, TerB et TerC 
de l’autre (Fig.30-35 : noter que oriC est à l'opposé de cette région 
dans le chromosome de £. coli). Une fourche de réplication pro- 
gressant dans le sens inverse des aiguilles d'un montre, comme le 
montre la Fig. 30-35, va traverser TerG , TerF, TerB et TerC, mais 
va s'arrêter lorsqu'elle va rencontrer TerA, TerD ou TerE (TerD et 
TerE sont sans doute des sites de rappel de TerA). De la même 
manière, une fourche de réplication progressant dans le sens des 
aiguilles d'une montre, traverse TerE, TerD et TerA, mais va s’ar- 
rêter à ZerC, et si elle ne peut s'arrêter, sur TerB, TerF. ou 
TerG. Les sites de terminaison sont donc polarisés : ils se compor- 
tent comme des soupapes unidirectionnelles permettant aux 
fourches de réplication de progresser dans la région de terminai- 
son mais ils les empêchent de la quitter. Leur disposition assure 
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FIGURE 30-35 Carte du chromosome d'E. coli, montrant la position 
des sites Zer et du site oriC, Les sites TerG. TerB et TerF et TerC asso- 
ciés avec la protéine Tus, laissent passer le réplisome qui se déplace dans 
le sens contraire des aiguilles d'une montre mais ils bloquent le répli- 
some qui se déplace dans le sens des aiguilles d'une montre. L'inverse 
est vrai pour les sites TerE, TerD et TerA. Il en résulte que les deux 
fourches de réplication partant du site oriC vont se rencontrer entre les 
sites Ter de sens opposés. 


que les deux fourches de réplication formées par l'initialisation 
dans les deux sens au niveau d'oriC se rencontreront dans la région 
de terminaison même si une d'entre-elles y arrive bien avant 
l'autre. 

L'arrêt de la progression d'une fourche de réplication au niveau 
des sites Ter requiert l'intervention de la protéine Tus, monomère 
de 309 résidus, produit du gène tus (venant de «terminator utili- 
zation substance »), La protéine Tus se lie spécifiquement à un site 
Ter, et y empêche le déroulement des brins par l'hélicase DnaB, ce 
qui arrête la progression de la fourche. La structure par rayons X 
de Tus complexée à un ADN de 15 pb, contenant une séquence Ter 
et ayant un T non apparié à chaque extrémité 5”, a été déterminée 
par Kosuke Morikawa: elle révèle que Tus comprend deux 
domaines formant une profonde gorge chargée positivement et qui 
enveloppe en grande partie l'ADN fixé (Fig. 30-36). Un segment 
de Spb de l'ADN, à proximité du coté de Tus qui permet le pas- 
sage de la fourche de réplication (Le coté inférieur sur la Fig. 30- 
36), est déformé et moins enroulé que l'ADN-B canonique (idéal), 
de sorte que son grand sillon est plus profond et son petit sillon 
significativement plus large. La protéine établit des contacts 
polaires avec plus des deux tiers des groupes phosphates dans une 
région de 13 pb et son domaine central en feuillet B, pénètre dans 
le profond grand sillon pour y établir des contacts spécifiques de 
l'enchaînement des bases qui s'y trouvent. L'importance de ce 
domaine central pour la fonction de Tus est démontré par le fait 
que la plupart des mutations ponctuelle d'un résidu qui diminuent 
la capacité de Tus à arrêter la réplication se situent dans ce 
domaine intermédiaire. 

Lorsque la protéine Tus est fusionnée avec une autre protéine 
capable de se lier à l'ADN, la réplication est inhibée au site de liai- 


En culture, les cellules ont, en général, un cycle cellulaire 
d'une durée de 16 à 24 heures. Les cellules de types différents dans 
un organisme multicellulaire peuvent avoir des durées du cycle 
allant de 8 heures à plus de100 jours. Cette variation porte essen- 
tiellement sur le stade G,. De plus, beaucoup de cellules arrivées 
au terme de leur différenciation, comme les neurones ou des cel- 
lules des muscles, ne se divisent plus ; elles sont à un stade appelé 
quiescent et noté G,. 

Le choix, irréversible, en faveur de la division, est fait en phase 
G,.. Une quiescence est respectée si, par exemple, les éléments 
nutritifs sont en quantité trop faible ou si la cellule, au milieu 
d'autres cellules, subit l’inhibition de contact, Inversement, la 
synthèse d'ADN peut être induite par différents agents, comme les 
cancérigènes et les virus produisant les tumeurs, qui forcent à une 
prolifération incontrôlée (cf. le cancer ; Sections 19-3B et 34-4C), 
par l'enlèvement chirurgical d’un tissu, provoquant sa régénération 
rapide, ou par des protéines appelées mitogènes, qui se lient à des 
récepteurs de la surface extérieure de la cellule et induisent la divi- 
sion (Section 34-4D). 


a. Le cycle cellulaire est contrôlé par des cyclines et des 

kinases dépendantes des cyclines 

La progression d'une cellule dans le cycle cellulaire est régulée 
par des protéines appelées cyclines et kinases dépendantes des 
cyclines (CDK). Le nom des cyclines leur vient de ce qu'elles sont 
synthétisées à un moment du cycle pour être totalement détruites 
dans une étape ultérieure (la dégradation protéique est traitée dans 
la Section 32-6). Chaque cycline se fixe à la CDK qui lui corres- 
pond et l’active pour qu'elle phosphoryle ses cibles protéiques. Il 
en résulte une activation de ces protéines afin qu'elles accomplis- 
sent des réactions propres à cette phase du cycle cellulaire. Pour 
pouvoir passer à une autre phase du cycle cellulaire, la cellule doit 
franchir un point de contrôle (« checkpoint »), où il sera décidé si 
la cellule a accompli avec succès l'étape précédente (l'attachement 
de tous les chromosomes au fuseau mitotique doit, par exemple, 
précéder la mitose (Section 1-4A ; au cas ou ce ne serait pas le cas, 
ne fut ce que pour un chromosome, une des cellules filles aurait 
perdu ce chromosome tandis que l'autre en aurait deux exem- 
plaires, dans les deux cas il s’agit d’une situation délétère sinon 
létale). Lorsqu'une cellule ne remplie pas les conditions requises à 
un point de contrôle, le cycle cellulaire est ralenti voire bloqué jus- 
qu'à ce que les conditions soient remplies. Nous traiterons la régu- 
lation du cycle cellulaire plus en détails dans la Section 34-4C. 
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B. Les mécanismes de la réplication chez les 
eucaryotes 


La plupart de nos connaissances sur la réplication de l'ADN euca- 
ryotique découlent d'études sur la levure de boulanger (Sacchara- 
myces cerevisiae) et sur la levure cloisonnée (Schizosaccharo- 
myces pombe), les plus simples des eucaryotes, ainsi que sur le 
virus simien 40 ( SV40), qui possède un ADN chromosomique cir- 
culaire de 5243 pb (Fig. 5-40) avec une seule origine de réplica- 
tion. Cependant des études sur la réplication de l'ADN dans des 
cellules de métazoaires (animaux multicellulaires), notamment la 
drosophile, Xenopus laevis (un crapaud à griffes africain dont les 
œufs sont faciles à étudier) et l’homme, ont également conduit à 
d'importantes avancées dans les connaissances. 


a. Les cellules eucaryotiques renferment de nombreuses 

ADN polymérases 

On peut classer les diverses ADN polymérases connues en Six 
familles d'après leurs relations phylogénétique : la famille A (par 
ex. Pol I d'E. coli), la famille B (par ex. Pol II d'E. coli), la famille 
C (par ex. Pol I d'E, coli), et les familles D, X et Y. Les cellules 
animales expriment au moins quatre types distincts d'ADN poly- 
mérases qui sont impliquées dans la réplication et que l'on appelle 
en fonction de l'ordre de leur découverte, ADN polymérases &, 7, 
Ô et € (ou encore POL A, POL G, POL DI et POL E). On a pu 
préciser leurs fonctions en partie grâce à leurs types de réponses à 
des inhibiteurs (Tableau 30-5). 

L'ADN polymérase @, une enzyme de la famille B qui ne se 
rencontre que dans le noyau cellulaire, est active dans la réplica- 
tion de /'ADN chromosomique, Cette fonction a été mise en évi- 
dence par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de cette enzyme, 
l’aphidicoline, 


H 


.CH,0H 
FE né 
H,CL. 


TABLEAU 30-5 Propriétés de quelques ADN polymérases animales 


[a 
Localisation noyau 
Masse de sous-unités (kD}° 167, —83, 58, 48 
(165, 67, 58, 48) 

Famille B 
Inhibiteurs: 

Aphidicoline fort 

Didesoxy NTP nul 


N-Ethylmaléimide (NEM}Ÿ fort 


“Levure $. cerevisiae (cellules de mammifères). 
Un agent alkylant de cystéines (Section 12-4D). 


HO Ni 
HOH,C H 
Aphidicoline 
B Y è 

noyau mitochondrion noyau 
68 143 125, 55. 40, 22 
(39) (125, 43) (125, 66. 50) 
x A B 
nul nul fort 
fort fort faible 
nul fort fort 


Source: Kormberg, A. and Baker, TA., DNA Replication (2nd ed.), p. 199, Freeman (1992k et Hübscher, U., 
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et par l'observation que l'activité de l'ADN polymérase © varie 
avec l'intensité de la prolifération cellulaire. Cette protéine, 
comme toutes les ADN polymérases, réplique l'ADN par une réac- 
tion d'allongement d'une amorce, dans le sens 5’ — 3°, conduite 
par une matrice d'ADN simple brin. L'ADN polymérase & est 
dépourvue d'activité exonucléase mais est étroitement associée à 
une primase (constituée d'une sous-unité de 48 kD contenant le 
site catalytique à activité primase et une sous-unité de 58 kD 
nécessaire à une activité primase complète) et une sous-unité d’en- 
viron 83 KD impliquée dans la régulation de l'initiation, on obtient 
ainsi une protéine nommée pol a/rpUUGE. 

La structure par rayons X de l'ADN polymérase de la famille 
B codée par le bactériophage RB69 (RB69 pol), déterminée par 
Steitz, a révélé que cette enzyme comporte cinq domaines organi- 
sés autour d'une cavité centrale qui contient le site actif de la poly- 
mérase (Fig . 30-39), La RB69 pol a la forme d'une main droite 
initialement découverte chez les ADN polymérases de la famille A 
(Fig. 30-8 et 30-9), le domaine constituant sa paume a une struc- 
ture de base analogue qui contient les deux résidus Asp invariables 
impliqués dans le mécanisme de transfert de groupement nucléoti- 
dyl (Fig.30-10). Cependant, par comparaison avec les enzymes de 
la famille A les domaines de RB69 constituant les doigts présen- 
tent une rotation de 60°, quant au domaine à activité correctrice, il 
se trouve à l'opposé du domaine formant la paume, 

Pol à, une enzyme de la famille B, est également nucléaire, sen- 
sible aux mêmes inhibiteurs que l'ADN polymérase a (Tableau 30-5). 
Elle ne possède pas d'activité associée de type primase mais elle 
montre une activité exonucléase 3° — 5°, De plus, tandis que 


Site à activité ln 
exonuclé- 


Domaine exonucléasique 


Pouce 


5' 
R 2 
\ } C-terminus 


. Site à activité 
Doigts polymérase 


FIGURE 30-39 Structure par rayons X de l'ADN polymérase RB69 
{RB69 pol) complexée avec l'ADN matriciel, l'amorce et du d'TTP. La 
protéine est représentée sous forme de rubans de couleurs différentes selon 
les domaines. L'ADN est représenté sous forme de bâtonnets, la matrice est 
en gris, le brin amorce en doré. Le dTTP entrant est aussi sous forme de 
bâtonnets et coloré selon la nature des atomes (doré pour C, bleu pour N, 
rouge pour O et rose pour P). Les deux ions Ca°* au site polymérase sont 
représentés par des boules bleu clair tout comme le Caf* du site exonucléase, 
Un pointillé gris indique le prolongement probable du chemin suivi par la 
mance simple bein entrant dans le site à activité polymérasique. [Avec l'ai- 
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l'ADN polymérase & montre une « processivité » assez modeste (- 
100 nt), celle de l'ADN polymérase à est pratiquement sans limite 
(elle peut répliquer une matrice dans toute sa longueur), mais ceci 
n'est vrai que si elle est sous forme de complexe avec l'antigène 
nucléaire de la prolifération cellulaire : PCNA, appelé ainsi parce 
qu'il ne se trouve que dans les noyaux des cellules proliférantes et 
qu'il réagit avec les sérums des patients souffrant de la maladie 
auto-immune systémique appelée «lupus erythémateux »). La 
structure par rayons X de PCNA (Fig. 30-40), déterminée par 
Kuriyan, a révélé qu'il forme un anneau trimérique ayant une struc- 
ture presque identique (et une fonction probablement identique) à 
celle de la pince coulissante B, de £. coli (Fig. 30-3), Ainsi, chaque 
sous-unité de PCNA est constituée de quatre motifs structuraux 
plutôt que de six, de structure similaire aux motifs BafBB qui 
constituent la sous-unité B de £. coli. Curieusement, PCNA et la 
sous-unité B ne présentent pas d'identité de séquence significative, 
même pour les alignements de leurs portions de structure similaire. 

Le complexe entre Pol à et PCNA est nécessaire pour la syn- 
thèse aussi bien du brin avancé que du brin retardé. Par opposition 
la pol œ/primase sert à synthétiser des amorces d'ARN de 7 à 10 
nt, qu'elle prolonge par l'addition d'environ 15 nt. Puis, selon un 
processus appelé commutation des polymérases, l'équivalent euca- 
ryotique du complexe y de £, coli (le chargeur de la pince coulis- 
sante), qui est le facteur de réplication C (RFC), enlève pol « 
et charge PCNA sur l'ADN matrice à proximité du brin amorce, 
Après quoi, pol & se lie à PCNA et allonge le brin d'ADN avec 
une grande processivité. 

L'ADN polymérase €, une enzyme nucléaire de la famille B 
qui ressemble superficiellement à l'ADN polymérase à, en diffère 
par sa processivité élevée en l'absence de PCNA et le fait qu’elle 
possède une activité exonucléase 3° -> 5° qui dégrade l'ADN 
simple brin en oligonucléotides de 6 à 7 résidus, plutôt qu'en 
mononucléotides, comme le fait l'ADN polymérase 8. Malgré la 
nécessité de pol € pour la viabilité de la levure, la moitié C-ter- 
minale non catalytique de sa sous-unité catalytique de 256 kD est 


FIGURE 30-40 Structure par rayons X de PCNA, Ses trois sous-unités 
(rouge, vert ct jaunc) forment un anneau à symétrie d'ordre 3, On a des- 
siné, au centre de l'anneau PCNA, un modèle de duplex d'ADN vu selon 
l'axe de son hélice. On comparera cette structure à celle du dimère de 
sous-unités B de l'holoenzyme Pol II de E. coli (Fig. 30-13). [Avec l'ai- 
mable autorisation de John Kuriyan, Université Rockefeller. PDBid 
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suffisante pour cette viabilité, cela aussi est unique parmi les ADN 
polymérases de la famille B. De plus, les seules ADN polymé- 
rases nécessaires pour la réplication de l'ADN de SV40 sont pol 
a et pol 6. II semble donc, qu'au moins chez la levure, pol € ait 
une fonction essentielle de contrôle mais non catalytique. 

Pol y, une enzyme de la famille A ne se trouve que dans la 
mitochondrie, où elle est supposée répliquer l'ADN mitochondrial. 
Les chloroplastes renferment une enzyme similaire. 

Les cellules eucaryotiques contiennent des batteries d'ADN 
polymérases qui participent à la réplication de l'ADN chromoso- 
mique (pol &, à et €) et plusieurs autres prenant part aux proces- 
sus de réparation de l'ADN (Section 30-$), parmi lesquelles pol 
B, n, i, k et z (appelées aussi POLB, POLH, POLI POLK et 
POLZ). Pol B, une enzyme de la famille X a une taille remarqua- 
blement petite (un monomère de 335 résidus chez le rat). La struc- 
ture de son fragment résistant à la protéolyse (résidus 85 à 335), 
réalisée par rayons X (Fig. 30-41), de façon indépendante par Zde- 
nek Hostomsky et Joseph Kraut, montre que cette protéine a une 
forme de main droite qui rappelle celle d'autres polymérases (voir 
par ex. Fig. 30-8 , 30-9 et 30-39). La topologie après enroulement 
est cependant unique, ce qui suggère qu'elle n'a pas d'ancêtre 
commun avec ces autres polymérases, 


b. Les chromosomes des eucaryotes possèdent de 

nombreux réplicons 

Les systèmes de réplication eucaryotiques et procaryotiques 
diffèrent principalement par le fait que les chromosomes eucaryo- 
tiques possèdent des origines multiples de réplication alors que les 
chromosomes procaryotiques ne possèdent qu'une seule origine. 
Les cellules eucaryotiques répliquent l'ADN à la vitesse de -50 
nt/sec (20 fois moins vite que ne le fait E. coli). Cette vitesse a 
été évaluée sur des autoradiographies, en mesurant les longueurs 
des segments marqués de chromosomes eucaryotiques par la 
méthode de marquages brefs (« pulses »), Si un chromosome euca- 
ryotique contient 60 fois plus d'ADN que le chromosome proca- 
ryotique, et s’il n'avait qu'une seule origine de réplication, sa 
réplication bidirectionnelle prendrait environ | mois. Des micro- 
graphies électroniques, comme celles de la Fig. 30-42, montrent 
que les chromosomes d'eucaryotes contiennent de multiples ori- 
gines, une toutes les 3 à 300 kb, selon l'espèce et le tissu ; la phase 
S ne dure ainsi que quelques heures. 
Les observations cytologiques montrent aussi que différentes 
régions d’un chromosome ne sont pas toutes répliquées en même 
temps, mais par paquets de 20 à 80 réplicons adjacents (le répli- 
con est donc le segment d'ADN soumis à la même origine de 
réplication), qui sont activés simultanément. D'autres réplicons 
sont activés au cours de la phase S, jusqu'à ce que le chromosome 
soit complètement répliqué. Pendant ce processus, les réplicons 
qui ont déjà terminé leur réplication peuvent être distingués des 
autres, de sorte à ce que l'ADN chromosomique des cellules ne 
soit répliquée qu'une seule fois par cycle cellulaire. 


c. L'assemblage du complexe d'initiation eucaryotique se 
fait en deux étapes 
Les recherches sur la synthèse de l'ADN chez les virus des 
eucaryotes suggèrent que la mise en route de la réplication sur un 
réplicon est stimulée par la transcription d'une amorce, sous le 
contrôle de renforçateurs («enhancers ») associés à l'origine de 
réplication. Ces renforçateurs sont des séquences 
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FIGURE 30-41 Structure par rayons X du domaine catalylique de 
l'ADN polymérase f du rat. La protéine, qui est orientée avec son sous- 
domaine N-1erminal en forme de doigts, au dessus et à gauche, est repré- 
sentéc avec sa surface accessible aux solvants colorée selon la charge, en 
rouge pour une Charge négative, en bleu pour une charge positive, et en 
blanc pour une charge nulle, La charge fortement positive de la pince sup- 
posée se lier à l'ADN, facilite certainement la liaison avec l'ADN qui est 
un polyanion, [Communiqué aimablement par Zdenek Hostomsky, Agou- 
ron Pharmaceulicals, San Diego, California. PDBid 1RPL.] 


Le fait que la réplication de l'ADN eucarvotique n'ait lieu 
qu'une seule et unique fois par cycle cellulaire repose sur un méca- 
nisme binaire de type commutateur. Un complexe de préréplica- 
tion (pre-RC) s'assemble sur chaque origine de réplication durant 
la phase G, du cycle cellulaire, C'est le seul moment du cycle cel- 
lulaire durant lequel le complexe pre-RC peut se former ce pro- 
cessus est connu sous le terme de validation («licensing »). 
Cependant, un complexe pre-RC valide est incapable d'initier la 
réplication ; il lui faut auparavant être activé, ce processus a lieu 
pendant la phase S. Cette séparation dans le temps entre l'assem- 
blage du complexe pre-RC et l'activation de l'origine garantit 
qu'un nouveau complexe pre-RC ne puisse s'assembler sur une 
origine qui a déjà été « allumée » (a commencé la réplication), 
ainsi, chaque origine n'est allumée qu'une fois par cycle cellu- 
laire. Voyons comment cela fonctionne. 

La compréhension du processus de validation et le mode d'ac- 
tivation du complexe pre-RC pour qu'il constitue un complexe 
d'initiation n'en est qu'à ses débuts. Ainsi, bien qu'il semble que 
la plupart des protéines formant ces complexes aient été identi- 
fiées, leurs structures, leurs interactions et, dans bien des cas, leurs 


FIGURE 30-42 Micrographie électronique d'un fragment d'ADN de 
Drosophila, en cours de réplication. Les flèches indiquent ses veux de 
réplication multiples. [D'après Kreigstein, H.J. and Hogness, D.S., Proc 
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fonctions restent encore en grande partie inconnues. Étant 
conscients de cela, voyons ce qui est connu de ces processus. 

Les origines de réplication sont étonnamment variables selon 
les espèces, et souvent pour un même organisme et elles peuvent 
même varier pour un même organisme selon le stade du dévelop- 
pement. Ainsi, alors que les origines chez S. cerevisiae, connues 
sous le nom d'ARS (« autonomously replicating sequences » pour 
séquences à réplication autonome), renferment une séquence très 
conservée de 11 pb riche en AT au sein d'une région moins bien 
conservée d'environ 125 pb, les origines de certains métazoaires 
se répartissent dans des «zones d'initiation » de 10 à 50 kb, qui 
contiennent de multiples origines et n'ont besoin , dans certains 
cas, d'aucune séquence d'ADN particulière. Malgré cette dispa- 
rité, les protéines qui participent à la réplication de l'ADN euca- 
ryotique sont très bien conservées de la levure jusqu'à l'homme. 

L'assemblage du complexe pre-RC (Fig . 30-43) débute vers la 
fin de la phase M ou au début de la phase G, par la fixation à l'ori- 
gine du complexe de reconnaissance de l'origine (ORC), un 
hexamère de protéines apparentées (Orc1 à Orcé), où il demeure 
fixé durant la plus grande partie du cycle cellulaire. ORC, l'ana- 
logue fonctionnel de la protéine DnaA pour l'initiation de la répli- 
cation de E. coli (Section 30-3C), recrute alors deux protéines, 
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FIGURE 30-43 Représentation schématique de l'assemblage du com- 
plexe pré-réplicatif (pré-RC), On ne sait pas grand-chose de la stoechio- 
métrie, des positions et des interactions de ses différents composants. Le 
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Cdc6 chez S. cerevisiae (Cdc18 chez S. pombe, Cdc voulant dire 
contrôle du cycle de division) et Cdt1. Ces protéines coopèrent 
alors avec ORC pour charger le complexe MCM [nommé ainsi 
pour ses fonctions de maintenance de minichromosome (plas- 
mide)}, qui est un hexamère de sous-unités apparentées (Mem2 à 
Mem?7) sur l'ADN; on obtient alors le complexe pre-RC valide. 
Le complexe MCM, une hélicae en forme d'anneau consommant 
de l'ATP pour progresser, est l'analogue de l'hélicase d'ADN 
DnaB de £. coli, tandis que l'ensemble de Cdc6/Cdc18 et de Cdt1 
paraît être un analogue de DnaC de E. coli (qui facilite la charge 
de DnaB). A l'exception de Cdt1, toutes ces protéines, Orcl à 
Orcé, Cdc6/Cdc18, Mem2 à Mem7 ainsi que DnaA, DnaB et 
DnaC de E. coli sont des ATPases AAA. 

La conversion d'un complexe pre-RC valide en un complexe 
d'initiation actif nécessite l'addition de la pol œ/primase, de pol € 
et de plusieurs protéines accessoires, et cela n’a lieu qu'à l'en- 
clenchement de la phase S . Ce processus débute par l'addition de 
la protéine Mcm10 (qui n'a aucune similitude de séquence avec 
aucune des sous-unités du complexe MCM) au complexe pré-RC ; 
cela provoquant probablement le départ de Cdt1. suite à quoi, il y 
a addition d'au moins deux protéine kinases, une Cdk et une Ddk, 
cette dernière étant un hétérodimère comprenant la protéine kinase 
Cde7 et la sous-unité activatrice Dbf4 (Dbk voulant dire kinase 
dépendante de Dbf4). Ddk agit en phosphorylant cinq des six sous- 
unités MCM (à l'exception de Mem2), activant ainsi le complexe 
MCM qui devient une hélicase. Par contre, la façon dont les Cdk 
activent le complexe pre-RC est mal comprise bien que plusieurs 
protéines ORC et MCM tout comme Cdcé/Cdc18 soient phospho- 
rylées par les Cdk. Ddk avec une Cdk recrute également Cdc45 
dans le complexe d'initiation en cours d'assemblage, Cdc45 est, 
quant à elle, nécessaire pour l'assemblage de la machinerie d'ini- 
tiation de la synthèse,au niveau de la fourche de réplication, qui 
comprend la pol o/primase, pol €, PCNA et la protéine A de 
réplication (RPA), l'analogue hétérotrimérique eucaryotique de 
SSB ; on a ainsi formé le complexe d'initiation actif, 


d. La redondance de réplication est empêchée par l'action 

des Cdk et de la Géminine 

Après que l'initiation ait eu lieu, le complexe d'initiation est 
rejoint par RFC et pol 6, comme c'est décrit plus haut, ce qui le 
convertit en un complexe de réplication actif par la mise en marche 
de la polymérase. La réplication de l'ADN progresse alors dans les 
deux directions jusqu'à ce que chacune des fourches de réplication 
soit entrée en collision avec une fourche de réplication se dépla- 
çant dans la direction inverse et permettant d'achever la réplication 
du réplicon. Une fourche de réplication active va détruire sur son 
passage tous les complexes pré-RC valides ou tous complexes 
d'initiation qui ne se sont pas allumés; cela empêchera une 
deuxième réplication de l'ADN à partir de ces sites. Les euca- 
ryotes semblent dépourvus de séquences de terminaison et de pro- 
téines analogues des protéines des sites Ter et Tus de E, coli. 

Plusieurs mécanismes redondants font en sorte qu'un complexe 
pré-RC ne puisse initier la synthèse d'ADN qu'une seule fois. Les 
Cdk sont actives de la fin de la phase G, jusqu'à la fin de la phase 
M. Ces niveaux élevés de Cdk, nécessaires à l'activation de l'ini- 
tiation, ont aussi pour effet d'empêcher la réinitiation. La phos- 
phorylation de Cdcé/Cdc1$ effectuée en fin de G, par une Cdk 
après la formation des complexes pré-RC provoque la dégradation 


pour ce qui est des cellules de mammifères. Il est clair que 
Cdc6/Cdc18 ne sert qu’à l'assemblage du complexe pré-RC, pas à 
son activation. L'activité hélicase du complexe MCM est inhibée 
par la phosphorylation, tout au moins in vitro. De plus, les pro- 
téines MCM sont exportées hors du noyau durant les phases G2 et 
M, ce processus est interrompu par l'inactivation due aux Cdk . 
Quant à la fonction de la phosphorylation des protéines ORC par 
les Cdk elle n’est pas claire. 

Les cellules de métazoaires possèdent encore un autre méca- 
nisme pour empêcher l'assemblage d'un complexe pré-RC valide 
sur de l'ADN déjà répliqué. On voit apparaître de forts taux d’une 
protéine appelée géminine en phase S et celle-ci continue de s’ac- 
cumuler jusqu'à la fin de la phase M, au moment où elle sera 
dégradée. La géminine s'associe avec Cdti (ce dernier coopérant 
avec Cdc6/Cdc18 pour charger le complexe MCM sur ORC) de 
façon à inhiber l'assemblage du complexe pré-RC. Cette inhibition 
est réversible lorsqu'on ajoute un excédent de Cdt1. Il semble donc 
probable que la présence de géminine protège contre la re-réplica- 
tion au moment où les Cdk sont inhibées lors de l'activation aux 
points de contrôle (« checkpoint »). 

Signalons enfin que les cellules qui sont entrées dans la phase 
G (de quiescence) du cycle cellulaire (Fig. 30-38), c'est-à-dire la 
majorité des cellules du corps humain, arrêtent de synthétiser de 
l'ADN. Ces cellules se caractérisent par l'absence d'activité Cdk. 
Dans le cas de cellules en phase proliférative, cela autoriserait la 
re-réplication de l'ADN. Pourtant, les cellules en G, ne possèdent 
pas non plus de complexe MCM et sont de ce fait incapables d'as- 
sembler des complexes pré-RC valides. Du fait que les cellules 
cancéreuses se caractérisent par un état de prolifération intense 
(Section 19-3B), la présence des protéines du complexe MCM 
dans des cellules qui devraient être quiescentes est un bon mar- 
queur pour diagnostiquer un cancer, 


e. Les amorces sont éliminées par l'ARNaseHlI et 
l’endonucléase-1 (Flap Endonuclease-1, FEN1) 

Les amorces ARN des fragments d'Okazaki sont éliminées grâce 
à l’action de deux enzymes : l'ARNase H1 enlève la plus grande 
partie de l'ARN en ne laissant qu'un ribonucléotide accolé en 5° 
de l'ADN; celui-ci est ensuite éliminé par l'action de l’endonu- 
cléase-1 (FENI). Mais, comme nous l'avons vu, l'enzyme 
pol a/primase, après avoir fabriqué l'amorce ARN, l'allonge d'une 
quinzaine de nt d'ADN avant d'être remplacée par pol 6. Du fait 
que pol & n’a pas d'activité de correction d'erreurs, cette exten- 
sion de l’amorce a plus de chances de contenir des erreurs que 
dans le cas de l'ADN synthétisé par pol 6. Pourtant, FENI four- 
nit l'équivalent d’une activité de correction des erreurs de pol @ 
en étant capable d'exciser, à partir de l'extrémité 5° d’un ADN 
double brin, des oligonucléotides faisant jusqu'à 15 nt de long et 
renfermant des mésappariements. FENI est même capable de 
répéter e genre d'excisions plusieurs fois de suite pour éliminer 
des mésappariements plus éloignés. Le fragment éliminé étant 
remplacé ultérieurement par pol à lorsqu'elle synthétise le frag- 
ment d'Okazaki suivant. 


f. L'ADN mitochondrial est répliqué en formant des 
boucles D 
L'ADN mitochondrial est répliqué selon un mode dans lequel 
la synthèse du brin avancé précède largement celle du brin retardé 
(Fig. 30-44), Le brin avancé déplace donc la matrice pour le brin 
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Origine pour 
le brin avancé 


FIGURE 30-44 Le mode de réplication de l'ADN avec boucle D, 


retardé, ce qui forme une boucle par déplacement ou boucle 
D. Le chromosome mitochondrial circulaire de 15 kb des mammi- 
fères ne contient qu'une seul boucle D de 500 à 600 nt, ce qui la 
soumet à de fréquents cycles de dégradation et de resynthèse. Pen- 
dant la réplication, la boucle D s'allonge, lorsqu'elle porte sur 2/3 
du chromosome, l'origine de réplication du brin retardé est décou- 
verte et la synthèse commence dans le sens opposé autour du chro- 
mosome. La synthèse du brin retardé n'en est donc qu'au -1/3 
lorsque celle du brin avancé se termine. 


C. La transcriptase réverse 


Les rétrovirus sont des virus eucaryotiques contenant de 
l'ARN. Les virus tumorigènes et le virus humain de l'immunodé- 


sont des inhibiteurs de la transcriptase réverse. Malheureusement. 
des souches résistantes de HIV-1 apparaissent rapidement car la 
TR ne possède pas de fonction exonucléase de correction : elle Fait 
donc de nombreuses erreurs. Aussi, comme nous l'avons vu (Sec- 
tion 15-4C), Une thérapie anti-HIV efficace de longue durée 
nécessite l'administration en parallèle d'au moins un inhibiteur de 
Tr et d’un inhibiteur de la protéase de HIV. 

La structure par rayons X de TR complexée avec un ADN de 
18 pb présentant un nt supplémentaire non-apparié à l'extrémité 5° 
d'un des brins a été déterminée par Edward Amold (Fig. 30-46). 
Ce complexe contient aussi un fragment Fab monoclonal (seg- 
ment d'une IgG se liant à l'antigène : voir Section 35-2B) qui se 
lie spécifiquement à TR et que l’on suppose faciliter la cristallisa- 
tion du complexe. Steitz. de son côté, a déterminé par rayons X la 
structure de TR en l'absence d'ADN. 

Les deux structures par rayons X se ressemblent beaucoup, 
bien que des décalages apparaissent concemant certains éléments 
de la structure secondaire, particulièrement ceux qui sont en 


(a) 


FIGURE 30-46 Structure par rayons X de la transeriptase réverse de 
HIV-L (a) Une représentation en tubes er flèches du domaine polymérase 
de la sous-unité p66, dans laquelle le sous-domaine N-terminal en forme 
de doigts est en bleu ciel, la paume est en rose, le pouce est en vent, et la 
connexion en jaune, Le domaine ARNase H (non représenté) est dans la 
suite de la connexion, (b) La sous-unité p$i présente sa sous-unité en 
forme de paume (en rose), orientée comme celle de p66. Noter les orien- 
tations relatives différentes des quatre sous-domaines dans les deux sous- 
unités. L'hélice G est présentée en traits interrompus parce que sa densité 
électronique est faible et qu'il y a des ambiguïtés, (c) Diagramme en 
forme de ruban de l'hétérodimère péé/p51 du HIV-1 complexé avec 
l'ADN. Les sous-domaines p66 et pSl sont colorés comme dans a et h et 
le sous-domaine ARNase H de p66 est en orangé (les annotations indi- 
quent chaque sous-unité et chaque sous-domaine : ainsi, SLF et 66R indi- 
quent lé sous-domaine de p5l en forme de doigt et le domaine ARNase 
H de p66). L'ADN est représenté en forme d'échelle avec le brin amorce 
de 18 nt en blanc et le brin matrice de 19 nt en bleu, Le complexe est 
orienté avec le domaine polymérase p66 tourné vers le dessus de la 
figure. La pince protéique de serrage de la matrice avec l'amorce est 
par le dessus de façon à voir la courbure dans l'ADN (la base de 

la pince est constituée surtout par les sous-domaines de connexion de p66 
et de p$1). [Pour les parties 4 et h, communiqué aimablement par Tho- 
mas Siditz. Université de Yale. PDBid 3HVT. Pour La partie «, communi- 

aimablement par Edward Arnold, Université Rutgers, PDBid 2HMIL.] 

Véir les exercices animés. 
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contact avec l'ADN et avec le fragment Fab, Les domaines poly- 
mérase de p66 et pSl couvrent chacun quatre sous-domaines qui 
ont été appelés. en partant de N-terminal vers C-terminal, les 
« doigts », la « paume », le « pouce » et la « connexion », par ana- 
logie avec les ADN poloymérases auxquelles p66 ressemble, Dans 
p66 le domaine ARNaseH est juste après la connection. 

P51 a subi un changement de conformation important par rap- 
pont à p66: la connexion s'est tournée sur 155° et s'est déplacée 
de 17 À à pantir d'une position dans p66, dans laquelle elle est en 
contact avec le domaine ARNase H (Fig. 30-464), à une autre dans 
p5l. de laquelle elle entre en contact avec les trois autres sous- 
domaines de la polymérase (Fig. 30-46b). Ce changement permet 
à p66 et à pSl de juxtaposer plusieurs surfaces de leur connexion 
pour former. au moins partiellement, un sillon dans TR, capable de 
se lier à l'ADN. Il en résulte évidemment que les domaines poly- 
mérases, identiques chimiquement, de p66 et de pSl ne sont pas 
en disposition selon une pseudosymétrie d'ordre deux, ce qui est 
rare, bien que déjà observé, mais associés en tête-bêche. Il en 


ni. 


(b) 


la coiffe est un processus dynamique et que la probabilité qu'un 
télomère enlève spontanément sa coiffe augmente lorsque sa lon- 
gueur diminue. Le fait que la plupart des cellules somatiques des 
organismes multicellulaires sont dépourvues d'activité télomérase, 
explique pourquoi ces cellules, mises en culture, ne peuvent effec- 
tuer qu'un nombre limité de divisions (20 à 60) avant d'entrer en 
sénescence (un stade ou la division cesse) puis de mourir (Section 
19-3B). Effectivement, les cultures de Terrahymena qui ont norma- 
lement une durée de vie illimitée, si elles sont affectées par une 
mutation portant sur les télomérases, expriment un comportement 
comparable à celui des cellules de mammifères, sénescentes en fin 
de vie. Comme les cellules somatiques d'organismes multicellu- 
laires n'ont pas d'activité télomérase, on pense que la perte d'acti- 
vité télomérase par les cellules somatiques est la cause du vieillis- 
sement chez les organismes multicellulaires. 


b. La longueur des télomères est en corrélation avec le 

vieillissement 

Cette théorie du vieillissement est confortée par une accumula- 
tion de faits expérimentaux. L'observation de fibroblastes humains 
en culture, prélevés sur plusieurs donneurs, d'âges allant de O à 93 
ans, montre qu'il n'y a qu'une corrélation faible entre la capacité de 
prolifération en culture et l'âge du donneur, Par contre, il y a une cor- 
rélation très forte, vraie à tout âge des donneurs, entre la longueur des 
télomères au début de la culture et la capacité des cellules à proliférer. 
Ceci veut dire que des cellules qui ont, au départ, des télomères rela- 
tivement courts, pourront assurer moins de doublements cellulaires 
que les cellules ayant de longs télomères. De plus, les fibroblastes 
prélevés sur des individus atteints de la maladie « progeria » (carac- 
térisée par le vieillissement rapide et prématuré, entraînant le décès 
au cours de l'enfance), ont déjà des télomères courts, et leur capacité 
de prolifération en culture est réduite. Par contre, les spermatozoïdes 
(cellules issues de cellules germinales, en principe non vicillissantes) 
de donneurs dont l'âge varie de 19 à 68 ans, ont des télomères dont la 
longueur ne dépend pas de l’âge du donneur, ce qui indique qu'il y a 
une activité télomérase, au moins pendant la multiplication des cel- 
lules germinales. De même, les quelques rares cellules qui acquièrent 
une capacité illimitée de prolifération en culture, possèdent une acti- 
vité télomérase et des télomères de longueur constante, comme chez 
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les cellules des eucaryotes unicellulaires, qui ont aussi une capacité 
de prolifération illimitée. Il semble donc que l'érosion des télomères 
soit une cause importante de la sénescence cellulaire et donc du 
vieillissement individuel. 


c. Les cellules cancéreuses ont une activité télomérase 

Quel peut donc être l'avantage sélectif pour les organismes 
multicellulaires d'avoir éliminé l'activité télomérase dans leurs 
cellules somatiques ? Il est vraisemblable que la sénescence cellu- 
laire protège indirectement l'organisme multicellulaire contre le 
cancer. En effet, les deux caractères généraux des cellules cancé- 
reuses sont qu'elles sont immortelles et qu'elles prolifèrent sans 
contrôle (Sections 19-3B et 34-4C). Si les cellules des mammifères 
possédaient naturellement un potentiel de prolifération illimité, la 
fréquence de cancers serait probablement beaucoup plus élevée 
qu'elle ne l'est, puisque l'immortalisation, impliquant l'activation 
des télomérases, est une étape clé vers la transformation maligne 
(formation d'un cancer), qui nécessite plusieurs modifications 
génétiques indépendantes (Section 19-3B). Effectivement, les can- 
cers humains expriment presque tous une forte activité télomérase. 
De plus, comme l'a montré Robert Weinberg, on peut effectuer la 
transformation maligne de fibroblastes humains en culture en 
leur faisant acquérir trois gènes seulement, ceux codant: (1) 
TERT, la sous-unité protéique de la télomérase (sa sous-unité 
ARN de 451 nt, TR, étant exprimée de façon normale dans les cel- 
lules somatiques), (2) une forme oncogénique de H-Ras (un acteur 
important des voies de transduction intracellulaires des signaux 
mitogéniques ; Section 19-3C), et (3) l'antigène grand T de SV40 
[SV40 est un virus tumorigène dont l'antigène grand T se lie aux 
protéines de type suppresseur de tumeur Rb et p53 pour les inac- 
tiver (Section 34-4C ; T sert aussi d'hélicase dans la réplication de 
l'ADN viral)]. Cela suggère que les inhibiteurs de télomérase puis- 
sent être des agents anticancéreux efficaces. 


d. L'ADN télomérique se dimérise grâce aux quartettes de G 
On sait depuis assez longtemps que la guanine forme des paires 
de bases assez solides du type Hoogsteen (Tableau 29-2), qui peu- 
vent se réassocier pour former des tétramères cycliques connus 
sous le terme de quartettes de G (Fig. 3 0-48a), En effet, il est bien 


FIGURE 30-48 Structure par 
RMN de l'oligonucléotide télomé- 
rique dGGGGTTTTGGGG). (a) 
Interactions entre les bases qui s’ap- 
panent dans le quartette de G à l'ex- 
trémité d'un ADN quadruplex en 
solution, (h) Représentation schéma 
tique de la structure par RMN, dans 
laquelle le sens des brins est indiqué 
par des flèches. Les nucléotides sont 
numérotés de 1 à 12 sur un bein et 
de 1* à 12* dans le brin symétrique. 
Les résidus guanine GI à G4 sont 
représentés par des rectangles bleu 
foncé, GS à G12 par des rectangles 
bleu ciel, G1* à G4* sont en rouge, 
et G9° à G12* sont en rose. 
{D'après Schulze, P., Smith, FEW. 
and Feigon, J., Structure 2, 227 
(1994). PDBid 156D. 
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connu que les polynucléotides riches en G sont difficiles à manipu- 
ler à cause de leur tendance à s'agréger. Les parties non appariées 
riches en G d’un brin télomérique peuvent former des dimères, qui 
sont des complexes stables en solution, vraisemblablement en for- 
mant des structures constituées par ces quartettes de guanine. 

La partie télomérique non appariée à l'extrémité 3'-1erminale chez 
le protozoaire cilié Oxytrichi nova est de séquence d(T,G,);, ce qui 
ressemble aux séquences télomériques répétées des autres orga- 
nismes. La structure du dodécamère d(G,T,G,) a été déterminée 
en solution par spectroscopie RMN, par Juli Feigon (Fig 30-48b). 
Elle montre que chaque oligonucléotide s'enroule autour de lui- 
même pour former une épingle à cheveux, et deux d’entre eux 
s'associent de manière antiparallèle, pour former une structure à 
quatre quartettes de G empilés l’un sur l'autre, tandis que les 
quatre T successifs forment des boucles aux extrémités de chaque 
pile. 

La protéine se liant aux télomères (TEBP), découverte chez 
O. nova forme une coiffe hétérodimérique qui se lie à la partie 
dépassant en 3° pour la protéger. La structure par rayons X de 
TEBP complexée avec d(G,T,G,) a été déterminée par Steve 
Schulz et montre que l'ADN se fixe au fond d'une fente entre les 
sous-unités & et B de la protéine, où il adopte une conformation 


FIGURE 30-49 Structure par rayons X de la protéine de liaison aux 
télomères (TEBP) de Oxytricha nova complexée avec d(G,T,G,). La 
TEBP est en représentation en rubans avec ses sous-unités a et b en rose 
et en bleu ciel respectivement. L'ADN est représenté en bâtonnets avec 
ses bases en doré. Le squelette sucre-phosphate du simple brin lié à la 
fente entre les sous-unités & et B de la protéine est en bleu. Les sque- 
lentes de deux brins formant un dimère de quartettes de G liés, sont en 
rouge et en vert. Le dimère de quartettes de G liés se fixe dans une cavité 
formée par le domaine N-terminal de trois chaînes & qui présentent une 
relation de symétrie, bien qu'une seule de ces chaînes apparaisse ici. 
[D'après une structure par rayons X obtenue par Steve Schulz, Univer- 


d'hélice irrégulière (Fig. 30-49). De plus. deux autres molécules 
d(G,T,G,) forment un dimère de quartettes de G qui a la même 
conformation que celle adoptée en solution (Fig. 30-48). L'assem- 
blage du quartette de G a une forme qui s'adapte parfaitement à 
une petite cavité positivement chargée formée par des domaines N- 
terminaux, mais différents des sites de liaison à l'ADN simple 
brin, de trois sous-unités a disposées de façon symétrique dans le 
cristal. La présence simultanée d'ADN simple brin et de quartettes 
de G dans la structure par rayons X conforte l'hypothèse selon 
laquelle diverses structures d'ADN, et en particulier les quartettes 
de G, jouent un rôle dans la biologie des télomères. Cependant, on 
n'a pas trouvé d'homologue évident de TEBP, ni chez la levure, ni 
chez les vertébrés. Pourtant, l'homme et la levure cloisonnée pos- 
sèdent une protéine, nommée Pot (pour protection des télomères), 
se liant aux extrémités des télomères et dont la suppression 
entraîne une perte rapide de l'ADN télomérique et les fusions des 
extrémités des chromosomes. 


e. Les télomères forment des boucles-T 

L'ADN télomérique des mammifères est également coiffé par 
deux protéines apparentées entre elles, TRFI et TRF2 (TRF 
pour facteur se liant aux répétitions télomériques). Jack Griffith et 


fa) 


5' 
3! 
(b) 


FIGURE 30-50 La boucle T télomérique. (a) Micrographie électronique 
d'un ADNdb composé d'une séquence de 3 kb non répétitive, suivie de 
-2 kb de la séquence répétitive TTAGGG dans le brin qui se termine par 
une région de 150 à 200 nt simple brin et une extrémité 3°, Ce modèle 
d'ADN télomérique a été incubé avec la protéine humaine TRF2. [Com- 
muniqué aimablement par Jack Griffith, Université de Caroline du Nord à 
Chapel Hill] (b) Proposition de structure d'une boucle T. Dans un pro- 
cessus commandé par TRF2, la séquence répétitive TTAGGG simple brin 
située vers l'extrémité 3° du brin d'ADN, déplace une partie de la région 
appariée du même brin d'ADN (en bleu), pour former un duplex avec le 
brin complémentaire (en rouge) et générer une boucle D. La protéine 
Pot1 de liaison aux extrémités de télomères se lie de façon spécifique à 


1174 Chapitre 30. Réplication, réparation, et recombinaison de F'ADN 


ment. Ces dimères de pyrimidines déforment localement la 
double hélice d'ADN, de telle façon qu'elle ne peut plus servir de 
matrice adéquate à la transcription ni à la réplication. De fait, un 
simple dimère de thymine non réparé suffit à provoquer la mort de 
E. coli. 

Les dimères de pyrimidines peuvent être restaurés sous leur 
forme monomérique, grâce à l'activité d'enzymes photo-absor- 
bantes, présentes chez de nombreux procaryotes et eucaryotes 
{comme le poisson rouge, le serpent à sonnettes et les marsupiaux 
mais pas les mammifères placentaires), que l'on appelle les 
enzymes de photoréactivation ou les ADN photolyases. Ces 
enzymes sont monomériques (55 à 65 KD), elles se lient aux 
dimères de pyrimidines sur l'ADN, phase de la réaction pouvant 
se passer à l'obscurité, Un chromophore associé de manière non- 
covalente, le N°-N!°-méthényltétrahydrofolate (MTHE : Fig. 26- 
49) chez certaines espèces et la 5-déazaflavine, chez d'autres, 


CH,OH 
| 


(CHOH} 


La 8-Hydroxy-7,8-didéméthyl-5-déazaribofla: 


absorbe alors la lumière de 300 à 500 nm et transfère l'énergie 
d'excitation à un FADH , lié de manière non-covalente, entrainant 
le transfert d'un électron sur le dimère de pyrimidine, ce qui le 
rompt. Enfin, l'anion pyrimidine produit réduit le FADH° et 
l'ADN, maintenant restauré, est libéré, ce qui termine l'activité 
catalytique de l'enzyme. Les ADN photolyases se fixent avec une 
forte affinité sur l'ADN double ou simple brin, mais sans spécifi- 
cité de séquence. 

La structure par rayons X de l'ADN photolyase de E. coli, 
comportant 471 résidus, a été déterminée par Johann Deisenhofer 
qui a montré que ses anneaux MTHF et flavine sont distants d'en- 
viron 17 À, ce qui permet un transfert d'énergie efficace entre eux. 
Le site présomptif de liaison à l'ADN de l'enzyme (Fig. 30-53) est 
une surface plane positivement chargée creusée d’une cavité ayant 
une taille et une polarité complémentaire de celles d'un dinucléo- 
tide comportant un dimère de pyrimidines. Un dimère de pyrimi- 
dine fixé dans cette cavité se trouverait au contact de l'anneau fla- 
vine et donc bien situé pour un transfert efficace d'électron à partir 
de ce système en anneau, Cela implique qu'un dimère de pyrimi- 
dines situé dans une double hélice doit s'extraire hors de l'hélice 
pour pouvoir interagir avec l'enzyme. Cette extraction est proba- 
blement facilitée par la faiblesse de l'interaction des paires de 
bases dans le cas d’un dimère de thymines et les distorsions que 
celui-c1 impose à la double hélice. Dans la discussion qui suit, 
nous allons voir que l'extraction de bases n'est absolument pas un 
processus inhabituel pour les enzymes qui effectuent des réactions 
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FIGURE 30-53 Structure par rayons X de l'ADN photolyase de 

E. coli montrant sa face probable de liaison à l'ADN. On a représenté 
la surface accessible aux solvants de l'enzyme, qui est colorée en fonc- 
tion de son potentiel électrostatique : en bleu le plus positif, en rouge le 
plus négatif et en blanc s'il est proche de la neutralité, Le carré pointillé 
entoure la cavité dans la surface de la protéine qui serait le site de liaison 
d'un dimère de pyrimidine, [Communiqué aimablement par Johann Die- 
sendorfer, Centre Médical du Sud-ouest du Texas, Dallas, Texas, PDBid 
IDNP.] 


b. Les alkyltransférases désalkylent les nucleotides alkylés 
Si l'ADN est exposé à des agents alkylants comme le W- 
méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG), 
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nitrosoguanidine (MNNG) 


il se forme, parmi d’autres produits, des résidus 0°-alkylguanine. 
La formation de tels dérivés est très mutagène parce que, à la répli- 
cation, ils provoqueront à fréquence élevée, l'incorporation de la 
thymine à la place de la cytosine. 

Chez toutes les espèces étudiées, les lésions de l'ADN sous 
forme 0*-Méthylguanine et O*-éthylguanine sont réparées par 
une 0°-méthylguanine-ADN méthyle transférase, qui transfère 
directement le groupement alkyl lésionnel sur l’un de ses propres 
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a. la réparation par excision de nucléotides 

Dans cette voie de réparation, qui existe dans toutes les cel- 
lules, un oligonucléotide comportant une lésion est excisé de 
l'ADN double brin et le trou simple brin qui en résulte est comblé 
ensuite. Le système NER répare les lésions caractérisées par un 
déplacement des bases par rapport à leur position normale, comme 
les dimères de pyrimidines ou lorsqu'un gros substituant s'ajoute 
sur une base. Ce système semble davantage activé par une distor- 
sion de l'hélice que par la reconnaissance d'un groupement parti- 
culier, Chez l'être humain, le système NER constitue la principale 
défense contre deux types importants de cancérigènes : la lumière 
solaire et la fumée de cigarettes, Le mécanisme NER chez les pro- 
caryotes est similaire à celui des eucaryotes mais il fait appel à 3 
sous-unités chez les procaryotes et à 16 sous-unités chez les euca- 
ryotes. Les protéines eucaryotiques sont conservées de la levure à 
l'homme mais aucune d'entre elles ne présente de similitude de 
séquence avec les protéines procaryotiques. suggérant que les deux 
systèmes NER seraient apparus par convergence évolutive. 

Chez E. coli, la réparation par excision de nucléotides (NER) 
est un processus dépendant de l'ATP dû à l'action des protéines 
UvrA. UvrB et UvrC, produites par les gènes uvrA, uvrB et 
uvrC, Ce système, souvent qualifié d' endonudéase UvrABC 
(pourtant nous allons voir qu'il n'existe pas de complexe qui 
contienne ces trois sous-unités ensemble), clive le brin d'ADN 
endommagé à la septième et à la troisième ou quatrième liaison 
phosphodiester à partir de la lésion des cotés 5° et 3° respective- 
ment (Fig. 30-55). L'oligonucléotide de 11 ou 12 nt excisé est 
enlevé par UvrD, qui vient s'y attacher (on l'appelle aussi hélicase 
Il), puis il est remplacé par l’action de Pol 1, puis ligaturé par 
l'ADN ligase. 

Le mécanisme NER des procaryotes a été élucidé surtout par 
Aziz Sancar. Dans une première étape de reconnaissance des 
dégâts, un hétérotrimère (UvrA),UvrB se fixe fortement mais 
d'une façon non spécifique à l'ADN double brin, il teste la pré- 
sence de dommages par la capacité locale à se plier et à se dérou- 
ler. La présence d'une lésion active la fonction hélicase de UvrB 
qui déroule 5 pb autour de la lésion selon un processus nécessitant 
de l'ATP, Ce changement de conformation induit la dissociation de 
UvrÀ qui quitte le complexe, autorisant la fixation de UvrC. UvrB 
effectue alors une coupure du coté 3° de la lésion, à la suite de quoi 
UvrC fait une incision du coté 5”. UvrD se fixe au niveau des trous 
dans l'ADN et détache UvrC et l’oligomère contenant la lésion. 
Ainsi le site d'incision en 5° devient accessible à Pol 1, qui comble 
le trou et détache UvrB. Finalement la ligature par l'ADN ligase 
restaure l'ADN. 


b. La maladie Xeroderma pigmentosum et le syndrome de 
Cockayne sont dus à une NER génétiquement 
défectueuse 
Chez l'Homme, la maladie génétique. rare. appelée xeroderma 

pigmentosum (XP: vient du grec : xeros, sec et de derma. peau) 

a comme caractéristique principale l'incapacité des cellules de la 

peau de réparer les lésions induites par les UV. Les personnes souf- 

frant de cette maladie récessive sont très sensibles au rayonnement 
solaire. Dès l'enfance, elles manifestent des changements de l'as- 
pect de la peau, comme une peau sèche, une fréquence excessive 
de taches de rousseur, et des kératoses (type de tumeur de la peau : 
la peau de ces enfants est décrite comme ressemblant à celle 
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FIGURE 30-55 Mécanisme de la réparation par excision de nucléo- 
tides (NER) sur les photodimères de pyrimidines. 


d'agriculteurs après de nombreuses années d'exposition au soleil), 
ainsi que des lésions oculaires, comme l'opacification de la comée 
et son ulcération, De plus, elles développent des cancers mortels 
de la peau à une fréquence 2000 fois supérieure à la normale. 
Beaucoup de personnes atteintes de XP présentent divers symp- 
tômes qui n'ont apparemment pas de lien avec XP, comme une 
dégénérescence neurologique progressive et un retard de dévelop- 
pement. 

Les fibroblastes des personnes atteintes de XP, mis en culture, 
sont défectifs en système de réparation NER des dimères de pyri- 
midines. On a montré par des expériences de fusion cellulaire entre 
cellules prélevées sur différents patients, que cette maladie peut 
résulter de déficiences dans_8 groupes de complémentation diffé- 
rents (Section 1-4C), indiquant qu'il y a certainement au moins 8 
produits de gènes différents, XP-A à XP-G et XP-V, impliqués 
dans cette voie importante de réparation des lésions UV. Le syn- 
drome de Cockayne (CS), maladie héréditaire, probablement 
aussi associé à un système NER défectueux, est causé par une ano- 
malie de XP-B, XP-D et XP-G, ou encore de deux autres groupes 
de complémentation, CSA et CSB,. Les personnes atteintes de CS 
sont hypersensibles aux UV, grandissent mal et sont sujettes à des 
dysfonctionnements neurologiques dus à la démyélinisation des 
neurones, mais curieusement, elles ont une fréquence normale de 
cancers de la peau. Quelle est alors la base biochimique de ces 
divers symptômes associés à la déficience en NER ? 

Les radicaux libres produits par le métabolisme oxydatif peu- 
vent abimer l'ADN. Certaines de ces lésions oxydatives sont répa- 
rées par le système NER. Comme les neurones ont de forts taux de 
respiration et sont des cellules vivant longtemps sans aucune divi- 
sion, il paraît vraisemblable qu'elles soient particulièrement expo- 


sées aux dommages oxydatifs en l'absence de NER. Cela expli- 
querait la détérioration neurologique progressive en cas de XP. 

Le retard de développement, typique de XP-B, et peut-être 
aussi la démyélinisation qui a lieu dans le CS, semblent plutôt dus 
à des altérations de la transcription qu’à une NER défectueuse. En 
outre, les dimères de pyrimidines sont plus efficacement excisés 
des portions d'ADN transcrits que des séquences non exprimées. 
Ces observations s'expliquent par la découverte que certaines voire 
toutes les sous-unités du facteur de transcription eucaryotique 
TFIIH, une hélicase participant à l'initiation de la transcription de 
l'ARNm par l'ARN polymérase II (Section 34-3B), sont néces- 
saires pour la NER. Il y a également un couplage entre la NER et 
la transcription chez E. coli où la protéine Mfd déplace l'ARN 
polymérase qui a calé sur un brin matrice endommagé (qu'elle ne 
peut pas transcrire), après quoi, Mfd attire les protéines du système 
UvrABC sur le site endommagé. 


c. La réparation par excision de base 

Les bases de l'ADN peuvent être modifiées aussi bien par des 
réactions qui ont lieu dans les conditions physiologiques nor- 
males, que suite à l'action des agents présents dans l'environne- 
ment. Par exemple, les résidus adénine et cytosine peuvent être 
spontanément désaminés à un certain taux pour former respective- 
ment des résidus hypoxanthine et uracile, La S-adénosylméthio- 
nine (SAM), un agent méthylant normal issu du métabolisme (Sec- 
tion 26-3E), peut parfois méthyler une base, sans l'aide 
d'enzymes, pour former des dérivés comme les résidus 3-méthyla- 
dénine et 7-méthylguanine (Fig. 30-51). Les radiations ionisantes 
peuvent provoquer des réactions d'ouverture du cycle des bases. 
Ces changements modifient ou suppriment les propriétés normales 
d'appariement des bases. 


ADN glycosylase 


OH 


FIGURE 30-56 FIGURE 31-39, Mode d'action des ADN glycosylases. 
Ces enzymes hydrolysent la liaison glycosidique de la base altérée cor- 
respondante fen rouge) pour produire un site AP. 
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L'ADN porteur d'une base endommagée peut être restauré dans 
son état initial grâce à la réparation par excision de base (BER). Les 
cellules contiennent des ADN glycosylases variées qui peuvent 
chacune cliver la liaison glycosidique correspondant à un nucléo- 
tide spécifique altéré (Fig. 30-56), laissant ainsi un résidu désoxyri- 
bose sans base dans la double hélice d'ADN. Ces sites apuriniques 
ou apyrimidiniques (sites AP) sont aussi formés dans les condi- 
tions physiologiques normales par l'hydrolyse spontanée d’une 
liaison glycosidique. Le résidu désoxyribose est alors coupé d'un 
côté par une endonucléase AP, le désoxyribose et quelques résidus 
adjacents sont enlevés par une exonucléase cellulaire (qui peut être 
associée à une ADN polymérase) et le trou est comblé par une ADN 
polymérase : il y a ligature ensuite par l'ADN ligase. 


d. Si l’uracile faisait partie de l'ADN, il serait fortement 
mutagène 

A l'époque où les fonctions de base des acides nucléiques 
venaient d'être comprises, on ne voyait pas la raison pour laquelle la 
nature avait dû consentir un effort métabolique considérable en utili- 
sant de la thymine dans l'ADN et l'uracile dans l'ARN, alors que 
ces bases ont pratiquement les mêmes propriétés d'appariement. 
Cette énigme a trouvé sa solution lorsqu'on a découvert que la cyto- 
sine avait une tendance nette à se convertir en uracile par désamina- 
tion, soit par hydrolyse spontanée (Fig. 30-51), cela se produirait 
environ 120 fois par jour dans chaque cellule humaine, soit en 
réagissant avec des nitrites (Section 32-1A). Si U était une base nor- 
male dans l'ADN, la désamination de C serait très mutagène, car 
rien n'indiquerait si la paire de base G - U mésappariée formée avait 
auparavant été une paire G - C ou une paire À + U. Mais comme la 
base normale dans l'ADN est T, il est sûr qu'un mésappariement 
G - U provient d'une désamination de la cytosine. Les U se présen- 
tant dans l'ADN, sont efficacement excisés par une uracile-ADN- 
glycosylase [UDG ; aussi appelée uracile N-glycosylase (UNG)] et 
ils sont remplacés par € via le système BER. 

L'UDG a aussi une fonction importante dans la réplication de 
l'ADN. Le dUTP, intermédiaire dans la synthèse du dTTP, est pré- 
sent en petites quantités dans toutes les cellules (Section 28-3B). 
Les ADN polymérases ne distinguent pas bien le dUTP du dTTP 
(il faut rappeler que les ADN polymérases sélectionnent les bases 
pour les incorporer dans l'ADN, en fonction de leur capacité d'ap- 
pariement avec la base présentée sur la matrice, Section 30-2A), ce 
qui fait que des ADN néosynthétisés contiennent parfois un U, en 
dépit du faible niveau de concentration en dUTP entretenu dans la 
cellule, Ces U sont remplacés rapidement par T via la réparation 
par excision de base BER. Cependant, comme l'excision se fait 
plus rapidement que la réparation, tous les ADN récemment syn- 
thétisés sont fragmentés. Lorsque la découverte des fragments 
d'Okazaki a été faite (Section 30-1C), il avait d'abord semblé que 
tous les ADN étaient synthétisés de manière discontinue, L'ambi- 
guité fut levée avec la découverte de mutants de E. coli déficients 
en UDG. Chez ces mutants, appelés wng'. seulement la moitié de 
l'ADN néosynthétisé est fragmenté, ce qui montre bien que le brin 
avancé est synthétisé de manière continue. 


e. l’Uracile-ADN glycosylase induit le basculement des 
nucléotides uridines hors de l'hélice 
La structure par rayons X de l'UDG humaine complexée avec 
un ADN de 10 pb renfermant une paire mésappariée G : U (capable 
de former deux liaisons hvdrogène mais dont la forme est diffé- 
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rente de celle des paires de Watson et Crick ; Section 32-2D), a été 
déterminée par John Tainer. Elle a révélé que l'UDG est liée à 
l'ADN dont le nucléotide uridine a basculé hors de l'ADN double 
brin (Fig. 30-57). De plus, l'enzyme a hydrolysé la liaison glyco- 
sidique de l'uridine pour produire une base uracile libre et un site 
AP sur l'ADN, cependant les deux entités restent liées à l'enzyme. 
La cavité dans l'empilement des bases de l'ADN qui devrait être 
occupée par l'uracile qui en est sorti est remplie par la chaîne laté- 
rale du résidu Leu272, qui s’intercale dans l'ADN en passant par 
son sillon mineur, La structure par rayons X d'un complexe simi- 
laire dans lequel la paire mésappariée U - G est remplacée par une 
paire U - À présente des caractéristiques essentiellement iden- 
tiques. Cependant, lorsque le U, dans le complexe renfermant la 
paire U - A, est remplacé par une pseudouridine (dans laquelle la 
liaison « glycosidique » se fait avec l'atome CS de l'uracile au lieu 
du N1), 


Pseudouridine 


L'uracile reste lié de façon covalente à l'ADN parce que l'UDG 
est incapable d'hydrolyser sa liaison « glycosidique » qui est main- 
tenant de type C—C. 

Comment l'UDG fait-elle pour détecter un uracile apparié, 
enfoui dans l'ADN et comment disceme-t-elle aussi bien l'uracile 
des autres bases, et notamment de la thymine qui en est si proche ? 
Les structures par rayons X précédemment citées indiquent que les 
groupements phosphate à coté du nucléotide qui a basculé hors de 
l'hélice se sont rapprochés de 4 À par rapport à leur position dans de 
l'ADN B (8 À au lieu de 12 À), cela tord l'ADN d'environ 45° dans 
une direction parallèle à la vue de la Fig. 30-57. Ces distorsions sont 
dues à la liaison de trois boucles protéiques rigides sur l'ADN, leur 
liaison simultanée étant impossible sans distordre l'ADN. Cela a 
conduit Tainer à formuler un mécanisme de « pincement-poussée- 
traction » (pinch-push-pull en anglais) permettant de détecter l'ura- 
cile. Il proposa que l'UDG balaie rapidement un ADN à la recherche 
d'uracile en se liant périodiquement à lui pour le comprimer et ainsi 
légèrement courber le squelette de l'ADN (pincement). La probable 
moindre résistance de l'ADN à la courbure aux sites contenant de 
l'uracile (une paire U : G est plus petite que G - C et laisse donc un 
espace dans l'empilement des bases, tandis qu'une paire U : A est 
encore moins solide qu'une paire T : A), permet à l'enzyme d'éjec- 
ter l’uracile en intercalant le résidu Leu272 dans le sillon mineur 
(poussée), cela permet de courber et de tordre l'ADN. Ce processus 
est facilité par une liaison solide entre l'uracile éjecté et l'enzyme 
(traction). La stricte spécificité de la poche de fixation pour l’uracile 
évite la liaison et donc l'hydrolyse de tout autre base dont l'enzyme 
aurait pu provoquer l'éjection. Ainsi, la forme générale de l'adénine 
et de la guanine leur interdit l'accès à cette poche, tandis que le 
groupement 5-méthyl de la thymine est bloqué par encombrement 
stérique dû à la chaîne latérale du résidu Tyr147 maintenue de façon 
rigide. La cytosine qui a presque la même forme que l’uracile est 
exclue du fait d’un ensemble de liaisons hydrogène qui doivent se 
faire avec la protéine et qui miment celles faites par l’adénine dans 


FIGURE 30-57 Structure pur rayons X de l'ADN uracile givcosylnse 
(UDG) complexée avec un ADN de 10 pb contenant une paire 

U - G. Le code couleur de la protéine (en fait les 223 résidus C-termi- 
naux du monomère de 30M résidus) correspond à sa structure secondaire 
(les hélices en bleu, les feuillets B en orangé et les autres segments en 
rose). L'ADN est vu par son sillon mineur et représenté en bâätonnets 
colorés selon le type d'atomes (C en vert, N en bleu clair, O en rouge) le 
squelente sucre-phosphate est représenté par des tubes jaunes (les atomes 
O des phosphates ont été omis pour plus de clarté), La surface de l'ADN 
accessible aux solvants (transparente) est en rose et la chaîne latérale du 
résidu Leu 272 est en blanc. On voit que l'uridine a glissé hors de la 
double hélice (en dessous de l'ADN) et qu'elle a été hydrolysée en pro- 
duisant un nucléotide AP et un uracile, qui reste fixé dans la poche de 
fixation de l'UDG. La chaîne latérale du résidu Leu 272 s'est intercalée 
dans la pile des bases de l'ADN pour combler le vide laissé par l'uracile 
qui en est sorti. [Communiqué aimablement par John Tainer, Institut de 
Recherches Scripp, La Jolla , Califomie, PDBid 4SKN.] 


Les sites AP de l'ADN ont une forte cytotoxicité parce qu'ils 
piègent de façon irréversible la topoisomérase 1 de mammifère dans 
son complexe covalent avec l'ADN (Section 29-3C). De plus, 
comme le ribose des sites AP est dépourvu de liaison glycosidique, 
il est aisément converti en sa forme linéaire (Section 11-1B), dont 
la fonction aldéhyde réactive peut faire une liaison covalente avec 
d'autres composés cellulaires. Cela explique pourquoi les sites AP 
restent fortement liés à l'UDG en solution aussi bien que dans les 
cristaux. L'activité de l'UDG est stimulée par l’endonucléase AP, 
qui est l'enzyme suivante de la voie BER, mais les deux enzymes 
n'interagissent pas entre elles en l'absence d'ADN. Cela suggère 
que l'UDG reste associée au site AP qu'elle a créé jusqu'à ce 
qu'elle soit déplacée par l'endonucléase AP, capable de s'y lier plus 
fortement encore ; cela protège la cellule de l'effet cytotoxique des 
sites AP. Il est vraisemblable que les ADN glycosylases spécifiques 


PP 


C. La réparation des mésappariements 


Les mésappariements postréplicatifs qui ont échappé aux activités 
correctrices des diverses ADN polymérases assurant ces méca- 
nismes, peuvent encore être corrigés par un processus appelé répa- 
ration des mésappariements (MMR pour mismatch repair). Par 
exemple, Pol I et Pol I de E. coli ont des taux d'erreur de 10 à 
107 par paire de bases répliquée alors que chez E. coli les taux de 
mutation réels observés sont de 10° à 10°° par paire de base répli- 
quée. Le système MMR est en outre capable de corriger des inser- 
tions et des délétions ne dépassant pas 4 nt (elles sont dues au glis- 
sement d’un brin par rapport à l'autre dans le site actif de l'ADN 
polymérase). L'importance du MMR est révélée par le fait que des 
défauts du système MMR humain sont responsables d'une forte 
incidence de cancers, notamment le cancer colorectal héréditaire 
sans polypes (HNPCC ; il touche plusieurs organes et représente 
peut-être la prédisposition héréditaire au cancer la plus répandue). 

Puisque le système MMR est sensé corriger les erreurs répli- 
catives pour éviter qu'elles ne se perpétuent, il lui faut discerner 
l'ADN parental, qui possède la séquence correcte, du brin fils, qui 
renferme une base incorrecte bien que ce soit une base normale. 
Chez E. coli, comme nous l'avons vu (Section 30-3C), cette dis- 
tinction est possible car les palindromes GATC nouvellement 
répliqués restent hémiméthylés jusqu'à ce que la Dam méthylase 
ait eu le temps de méthyler le brin fils. 

La réparation des mésappariements chez E. coli, qui a en 
grande partie été élucidé par Paul Modrich, requiert la participa- 
tion de trois protéines et se réalise de la façon suivante (Fig. 30- 
58): 


1 MutS (853 résidus) s'attache sous forme d’homodimère à 
une paire de bases mésappariées ou à des bases non appaniées. 


2. Le complexe MutS-ADN fixe MutL (615 résidus), qui est 
également un homodimère. 

3. Le complexe MutS-MuiL se déplace le long de l'ADN dans 
les deux directions, et forme ainsi une boucle d'ADN. II semble 
que le moteur de la translocation soit la fonction ATPase de MutS. 


4. Lorsque le complexe MutS-MutL rencontre un palindrome 
GATC hémiméthylé, il attire MutH (228 résidus) et active cette 
endonucléase à coupure simple brin qui va couper du coté 5° du 
site GATC hémiméthylé. Ce site GATC peut se trouver de n'im- 
porte quel coté du mésappariement ct à plus de 1000 pb de lui. 

5. MutS-MuitL attire l'hélicase UvrD, qui associée à une endo- 
nucléase, sépare les brins et dégrade le brin coupé à partir de cette 
coupure, en direction du mésappariement. Si la coupure se trouve 
du coté 3° par rapport au mésappariement, l'exonucléase utilisée 
est l’exonucléase I (une exonucléase 3°—>5'), tandis que si la cou- 
pure est du coté 5° par rapport au mésappariement, l'exonucléase 
peut être soit RecJ, soit l'exonucléase VII (toutes deux des exo- 
nucléases 5°—3"). 


Îl y a resynthèse de l'ADN dégradé par Pol III et soudure du brin 
par l'ADN ligase, le mésappariement est ainsi corrigé, MutL est 
également une ATPase, dont on pense qu'elle coordonne les diffé- 
rentes étapes de la réparation des mésappariements. 

Les systèmes MMR eucaryotiques sont plus compliqués que 
celui de E, coli. Et ce n'est pas surprenant. Les eucaryotes possè- 
dent six homologues de MutS et cinq homologues de MutL qui 
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FIGURE 30-58 Le mécanisme de réparation des mésappariements de 
E. coli. 


ne trouve des homologues de mutH que chez les bactéries à gram 

négatif, Les eucaryotes doivent avoir une autre façon de différen- 

cier le brin fils du brin parental. Il est possible que le brin fils nou- 

vellement synthétisé soit identifié par la présence de coupure non 
vire 
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D. La réponse SOS 


Les agents provoquant des lésions sur l'ADN, tels que les rayon- 
nements UV, les agents alkylants, les agents provoquant des liai- 
sons covalentes entre brins («cross-linking »}, induisent un sys- 
tème complexes de changements chez E. coli, appelés la réponse 
SOS. Les cellules soumises à ces agents arrêtent de se diviser et 
elles augmentent leur capacité de réparation de l'ADN. 


a. La protéine LexA est un répresseur de la réponse SOS 
L'observation qui a permis de comprendre le fonctionnement de 
la réponse SOS est le fait que certains mutants de E. coli pour les 
gènes recA et lexA ont une activité du système SOS constamment 
élevée. RecA, une protéine de 352 résidus qui recouvre l'ADN en 
formant un filament multimérique hélicoïdal, joue un rôle clef dans 
la recombinaison homologue, comme nous allons le voir (Section 
30-6A). Si on soumet des cellules de type sauvage de £. coli à des 
agents mutagènes ou à certains inhibiteurs de la réplication, leur 
protéine RecA entraîne le clivage protéolytique spécifique de la 
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FIGURE 30-59 Régulation de la réponse SOS chez E. coli. Dans une 
cellule dont l'ADN n'est pas endommagé {partie supérieure) LexA 
réprime fortement la synthèse de Lex A, RecA, UvrA, UvrB, et d'autres 
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uvrA 


protéine LexA (protéine de 202 résidus) entre ses résidus Asp84 et 
Gly85.. RecA est activée dans cette fonction, dès qu'elle est sous 
forme de complexe avec l'ADN simple brin (on a pensé d'abord 
que RecA agissait en lysant directement la protéine LexA, mais les 
expériences ultérieures de John Little ont montré que RecA activée 
induit LexA à se cliver elle-même). Les expériences ultérieures ont 
montré que LexA fonctionne comme un répresseur de 43 gènes 
participant à la réparation de l'ADN et au contrôle de la division 
cellulaire, y compris les gènes recA, lexA. uvrA et uvrB. L'analyse 
des séquences d'ADN des gènes réprimés par LexA a montré qu'ils 
sont tous précédés par une séquence assez homologue de 20 nt, 
appelée la boîte SOS, possédant une symétrie en palindrome carac- 
téristique des opérateurs (des sites de contrôle auxquels se lient des 
répresseurs afin d’interférer avec l'initiation de transcription par 
l'ARN polymérase ;Section 5-4A), On a effectivement montré que 
LexA se fixe directement sur les boîtes SOS de recA et de /exA. 
L'information ci-dessus suggère un modèle de régulation de la 
réponse SOS (Fig. 30-59). Pendant la croissance normale, LexA 
réprime presque totalement l'expression des gènes SOS, y compris 
le gène lexA, en se fixant à leur boîtes SOS de façon à empêcher 


uvrB 


Vers d'autres gènes 
contrôlés par LexA 


LexA se lie aux opéra- 
teurs et réprime la syn- 
thèse des protéines 


impliquées dans la 
. réponse S0S 


uvrB 


grand nombre (partie inférieure), RecA est activée par sa liaison avec 
l'ADN simple brin qui résulte des trous post-réplicatifs, et ceci stimule 
fortement l'autoclivage de Lex-A. Une synthèse importante de protéines 
CAC à alnre Lou mormettent le rénaration dos lÜatnne re 1° AFIN 


franches ou de courtes extrémités (1 à 4 pb) simple brin complé- 
mentaires, la ligature se fait alors selon les modalités illustrées dans 
la Fig. 30-62. Les extrémités de l'ADN se trouvent exposées à la 
surface de chacun des complexes Ku-ADN, ils sont ainsi probable- 
ment accessibles aux polymérases qui comblent les trous et aux 
nucléases qui arasent les extrémités trop longues ou inappropriées 
pour permettre la ligature par l'ADN ligase IV complexée avec 
Xrre4. Le raccourcissement des extrémités, qui engendre bien sûr 
des mutations, semble être effectué, selon un mécanisme consom- 
mateur d’ATP, par le complexe Mrel1, conservé au cours de l'évo- 
lution et qui comporte deux sous-unités de la nucléase Mrell et 
deux sous-unités ATPasiques Rad50. Ku est finalement détachée 
de l'ADN ressoudé, peut-être par un clivage protéolytique. 


F. Identification des agents cancérigènes 


On connaît de nombreuses formes de cancers provoqués par l'ex- 
position à certains agents chimiques, appelés de ce fait cancéri- 
gènes. On estime que jusqu'à 80% des cancers chez l'Homme 
apparaissent de cette manière. Il y a de nombreuses indications que 
l'événement initial dans la cancérogenèse est une altération de 
l'ADN (la cancérogenèse est étudiée dans la Section 34-4C), Il est 
donc probable que les cancérigènes peuvent aussi induire la 
réponse SOS chez les bactéries et qu'ils sont des agents mutagènes 
indirects. Il y a, en effet, une corrélation très forte entre cancéro- 
genèse et mutagenèse (revoir l'évolution de la maladie xeroderma 
pigmentosum ; Section 30-5B). 


ADN avec cassure double brin 


Ku 5e fixe aux extrémités 


Des enzymes processives 
comblent la brèche (non mc 


FIGURE 30-62 Représentation schématique de la soudure d'extrémi- 
tés non homologues (NHEJ). 11 manque une base dans ke fragment 
d'ADNdb de gauche, et le fragment de droite est bloqué par un groupe- 
ment incompatible avec une ligature (rond noir). Les deux hétérodimères 
de Ku sont représentés par deux nuances de jaune et les complexes 


Xrcc4-ADN ligase IV par deux nuances de bleu. Les soudures de répara- 
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L'Homme fabrique actuellement plus de 60000 produits chimiques 
économiquement importants et en produit environ 1000 nouveaux 
par an. Les tests standardisés de cancérogenèse sur les animaux, 
consistant à exposer des rats ou des souris à des doses élevées de 
cancérigènes potentiels et à contrôler l'apparition de cancers, sont 
très coûteux et demandent trois ans. On ne peut donc tester que très 
peu de substances par cette méthode. 


a. L'évaluation de la probabilité d'un effet cancérigène par 
le test de Ames 

Bruce Ames a inventé un test rapide et efficace sur bactéries, 
permettant de prévoir l'effet cancérigène, Ce test est basé sur la 
corrélation élevée entre cancérogenèse et mutagenèse. Il rassembla 
trois caractères dans des souches de Salmonella typhimurium : \. 
une mutation his (auxotrophie pour l'histidine), 2. un caractère 
provoquant la formation de parois dépourvues d'un lipopolysac- 
charide, rendant les cellules perméables à de nombreuses sub- 
stances (Section 11-3B), et 3. un système de réparation par exci- 
sion inactivé. L'effet mutagène est alors évalué par la fréquence de 
réversion vers le phénotype his*. 

Dans ce test de Ames, on étale environ 10° bactéries sur une 
boîte de culture ne contenant pas d'histidine, En général, on utilise 
un mélange de plusieurs souches his’ dues à des mutations diffé- 
rentes de façon à détecter un effet par mutations ponctuelles ou par 
décalage de la phase de lecture du code. Un produit à tester est 
placé dans le milieu de culture: s'il est mutagène, il entraîne la 
réversion de certaines cellules his’ vers le phénotype normal, per- 
mettant à ces cellules de se multiplier pour former des colonies 
visibles après deux jours de culture à 37°C (Fig. 30-63), La muta- 
génicité d'une substance est évaluée par le nombre de colonies 
apparues, après déduction de celles qui apparaissent en l'absence 
du produit testé, 


FIGURE 30-63 Le test de Ames du pouvoir mutagène, Un disque de 
papier filtre contenant un agent mutagène, ici l'éthyl méthane sulfonate, un 
agent alkylant, est placé au centre d'une boîte de Pétri contenant les 
souches testeurs his- de Salmonella tÿphimurium, sur un milieu ne conte- 
nant pas d'histidine. Il apparaît un halo dense de colonies bactériennes 
révertantes autour du disque, à partir duquel l'agent mutagène a diffusé. 
Les colonies plus grandes, réparties dans toute la boîte de culture, sont des 
reverlants spontanés. Les bactéries proches du disque ont été tuées à cause 
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au cours de laquelle les paires de bases des quatre brins changent 
continuellement de partenaires d'appariement. 

La structure de Holliday peut ensuite être résolue en deux ADN 
duplex différents, avec une probabilité égale pour chacun (Fig. 30- 
64g-l) : 


1. Le clivage des brins qui n'avaient pas été échangés après 
la première cassure (parcours de droite sur la Fig. 30-64j-/), 
entraîne l'échange des extrémités des duplex de départ, pour for- 
mer, après ressoudure, des molécules recombinantes au sens clas- 
sique du terme (Fig. 1-27b). 

2. Le clivage des brins qui avaient été échangés (parcours 
de gauche sur la Fig, 30-64j-1), entraîne un échange réduit à une 
paire de segments homologues simple brin. 


La recombinaison des ADN duplex circulaires provoque la for- 
mation de deux types de structures (Fig. 30-66). Une image en 
microscopie électronique (Fig. 30-67a) montre la réalité de l’exis- 


fa) 


(b) 


(d) 
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FIGURE 30-66 La recombinaison homologue entre deux ADN duplex 
circulaires. Ce mécanisme peut conduire à la production de deux cercles 


tence des structures en huit. On peut prouver que ces structures en 
8 ne sont pas des cercles simplement imbriqués, car le traitement 
avec une enzyme de restriction ayant un seul site de coupure dans 
le plasmide, génère toujours une image en chi (appelée ainsi à 
cause de sa ressemblance avec la lettre grecque #), comme le 
montre la Fig. 30-67b). 


b. La recombinaison homologue chez £. cali est catalysée 

par RecA 

Les mutants recA' de E. coli ont des taux de recombinaison 10* 
fois inférieurs à ceux du type sauvage. RecA a donc une fonction 
importante dans la recombinaison, En fait, in vitro, RecA aug- 
mente fortement la vitesse avec laquelle les brins complémentaires 
se renaturent. Cette protéine de 352 résidus a plusieurs fonctions 
(rappelons qu'elle stimule aussi l'autoprotéolyse de LexA pour 
permettre l'induction de la réponse SOS et qu'elle joue un rôle 
essentiel dans la synthèse d'ADN pour franchir une lésion ; Sec- 
tion 30-SD); elle recouvre, comme par contagion, l'ADN simple 
brin, quelle que soit sa séquence, de même que les brèches simple 
brin des ADN duplex. Les filaments ainsi formés, qui peuvent 
contenir jusqu'à plusieurs milliers de monomères de RecA, se lient 
de manière spécifique avec l'ADN duplex homologue, catalysant 
l'échange des brins, avec consommation d'ATP. Les études par 
microscopie électronique de Edward Egelman (Fig.30-68) révèlent 
que les filaments constitués par RecA liée à l'ADN simple brin ou 
double brin, forment une hélice de pas à droite avec environ 6,2 
monomères de RecA par tour, pour un pas (élévation par tour) de 


(b) 


FIGURE 30-67 Micrographies électroniques de structures intermé- 
diaires pendant la recombinaison homologue entre deux plasmides. 
(a) Structure en forme de 8. Elle correspond à La Fig. 30-664. (b) Struc- 
ture en chi résultant du traitement d'une structure en 8 avec une endonu- 
cléase de restriction. Noter les connexions simple brin dans la région du 
crossing-over, [Communiqué aimablement par Huntington Potter, Univer- 
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FIGURE 30-72 Modèle hypothétique pour les réactions d'échanges 
de brins contrôlés par RecA. Les molécules d'ADN homologues sont 
appariées avec une certaine avance sur l'échange de brins en formant une 
hélice à 3 brins. La rotation, consommatrice d'ATP, du filament RecA 


ment du nœud est proposé Fig. 30 -72. Il est clair que l'échange 
de 2 brins se fait en une fois, grâce à la formation d'une structure 
dite de Holliday (Fig. 30-64 et 30-66). 


c. Les eucaryotes possèdent des protéines homologues de 

RecA 

La protéine RADS1 (339 résidus) de la levure intervient dans 
la réparation utilisant de l’ATP, ainsi que dans la recombinaison de 
l'ADN, d’une manière très proche de celle de la protéine RecA de 
E. coli, avec laquelle elle a 30% d'identité, La reconstitution, à 
faible résolution, grâce à la micrographie électronique, du com- 
plexe formé par RADS1 avec l'ADN double brin, montre une 
structure presque identique à celle de RecA : ces deux complexes 
forment des filaments hélicoïdaux dans lesquels l'ADN s'étire sur 
environ 5,1 À par paire de bases et sur 18,6 pb par tour d’hélice. 
Des protéines homologues de RADS1 existent chez le poulet, la 
souris et l'Homme. Il est donc très vraisemblable que la réparation 
et la recombinaison de l'ADN se font dans le monde vivant grâce 
à la production de filaments semblables. 


d. Le complexe RecBCD effectue la première étape de la 
recombinaison en pratiquant des incisions simple brin 
Les coupures simple brin permettant ensuite la liaison avec 

RecA sont réalisées par la protéine de 330 kD, RecBCD, à activité 

hélicase et nucléase qui est produite par les trois gènes SOS recB, 

recC et recD (Fig. 30-73). RecBCD se lie d’abord à l'extrémité 
d’un ADN double brin et provoque son déroulement par son acti- 
vité hélicase au prix de l’hydrolyse d’ATP. Tout en faisant cela, elle 
coupe derrière elle le simple brin qu'elle a déroulé, en clivant plus 
souvent le brin se terminant par une extrémité 3° et en le fragmen- 
tant donc en morceaux plus petits que le brin se terminant par une 
extrémité 5”. Cependant lorsque RecBCD rencontre l'extrémité 3° 
d'une séquence GCTGGTGG (cette séquence s'appelle Chi et se 
rencontre environ une fois par 5 kb chez E. coli), elle arrête de 
couper le brin se terminant par une extrémité 3° et augmente sa fré- 
quence de coupure du brin se terminant par une extrémité 5”, four- 
nissant ainsi le segment d'ADN simple brin finissant par une extré- 
mité 3” auquel va se lier RecA. Cela explique le fait que les régions 
contenant des séquences chi ont de forts taux de recombinaison. 
RecBCD a besoin d'une extrémité double brin libre pour amor- 
cer le déroulement de l'ADN. De telles extrémités, normalement 
absentes dans un génome circulaire comme celui de E. coli, sont 
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autour de son axe, force l'ADN duplex à s'embobiner avec le filament 
qui progresse de droite à gauche sur le dessin. [D'après West, S.C., Ann. 
Rev. Biochem. 61, 617 (1992).] 
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FIGURE 30-73 Modèle pour expliquer la formation de simples brins 
d'ADN par RecBCD pour l'initialisation de la recombinaison. (1) 
RecBCD se lie à une extrémité libre d'un ADN duplex et, au prix de 
l'hydrolyse d'ATP, avance dans l'hélice en déroulant l'ADN et en dégra- 
dant les simples brins obtenus derrière lui, le brin terminé par une extré- 
mité 3° étant coupé plus fréquemment que celui terminé par une extré- 
mité 5’. 

(2) Lorsque RecBCD rencontre une séquence Chi correctement orientée, 
cela augmente la fréquence à laquelle elle coupe le brin terminé par une 
extrémité 5° mais bloque le clivage du brin terminé par une extrémité 3", 
pour produire le brin terminé par une extrémité 3° potentiellement invasif 
(envahissant) auquel se fixe RecA. 


par la transformation bactérienne, la conjugaison et la transduction 
via les phages ainsi que lors de l’inactivation de fourches de répli- 
cation. 


e. RuvABC est responsable de la migration du point de 
jonction et de la résolution de la structure de Holliday 
La migration du nœud de la structure de Holliday générée par 

RecA (Fig. 30-64e, f) nécessite de casser et de reformer des paires 

de bases lorsque les bases changent de partenaires en passant 

d’une double hélice à l’autre. Comme AG = 0 dans cette réaction, 
on avait d'abord pensé qu'elle se fait de façon spontanée, Cepen- 
dant, un tel processus irait en avant ou en arrière de façon aléatoire 
et serait de surcroît bloqué au moindre mésappariement. Chez 
E rnli et la nlunart des autres hacténies La mioration du point de 
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1. Un monomère de transposase Tn$ se lie à chacune des 
séquences externes de l'ADN donneur. 


2. La transposase se dimérise et forme un complexe synap- 
tique catalytique dans lequel le transposon est maintenu entre les 
deux sous-unités de transposase. 


3. Chacune des sous-unités de transposase active une molé- 
cule d'eau qui fait une attaque nucléophile sur le nucléotide à l'ex- 
trémité de la séquence OE à laquelle elle est liée, avec production 
d'un groupement 3°-OH libre. Ce groupement 3'°-OH est ensuite 
activé pour attaquer le brin opposé de l'ADN et former une struc- 
ture en épingle à cheveux, ce qui excise le transposon de 
l'ADN. La structure en épingle à cheveux est alors hydrolysée 
pour donner un ADN double brin avec des extrémités franches aux 
deux bouts du transposon. Ainsi s'achève l'étape de coupure du 
mécanisme de transposition. 


4. Le complexe synaptique se colle à sa cible sur l'ADN. 


5. Les groupements 3°-OH du transposon font des attaques 
nucléophiles sur les deux brins de l'ADN cible mais décalées de 
9 pb, cela permet de faire entrer le transposon au niveau du site 
cible. Il est remarquable que cette réaction et les trois réactions 
lytiques qui la précèdent sont toutes effectuées par le même site 
catalytique. La réparation des brèches simple brin de part et 
d'autre (Fig. 30-81) achève l'étape de collage du mécanisme 
copier-coller. 


Bien que ne faisant pas partie, au sens strict, du processus de trans- 
position, la cassure double brin dans l'ADN donneur, laissée par 
l'excision du transposon, doit être réparée si cet ADN doit être 
transmis à la descendance (dans les bactéries, l'ADN donneur est 
souvent un plasmide de sorte que sa perte a peu de conséquence 
pour la cellule car les plasmides sont souvent présents en plusieurs 
copies). 

La structure par rayons X du complexe synaptique TnS (Fig. 
30-85) a été déterminée par Reznikoff et Ivan Rayment. Elle four- 
nit un modèle du complexe durant l'étape qui fait suite à l'excision 
de l'ADN donneur (le produit de l'étape 3 de la Fig. 30-84), Ce 
complexe a une symétrie d'ordre 2 et comporte un dimère de deux 
sous-unités de transposase Tn$ liées à deux fragments d'ADN de 
20 pb qui renferment la séquence OE de 19 pb du transposon Tn$, 
l'extrémité de chaque séquence externe étant attachée à la protéine 
{in vivo les autres extrémités seraient reliées entre elles par la 
boucle que forme le transposon ; Fig. 30-84). Les deux sous-uni- 
tés de transposase font de nombreuses liaisons avec chaque frag- 
ment d'ADN, cela explique pourquoi elles ne peuvent pas couper 
le fragment d'ADN auquel elles sont liées avant d'avoir formé le 
complexe synaptique. La protéine maintient l'ADN dans une 
conformation B déformée où les deux dernières paires de nucléo- 
tides à chaque extrémité sont désappariées. En effet, l'avant der- 
nière base du brin non transféré est extirpée de la double hélice et 
se fixe dans une poche hydrophobe. Le groupement 3°-OH libre du 
brin transféré, qui occupe le site actif, est lié à proximité d’un 
groupe de trois résidus acides essentiels pour l’activité catalytique, 
appelé motif DDE et que l'on retrouve dans d'autres transposases. 
Dans la structure par rayons X, le motif DDE fixe un ion Mg°*- 
mais il est probable que dans les conditions physiologiques il fixe 
2 ions Mg}. Cela suggère que la transposase utilise un mécanisme 
catalytique activé par un ion métallique similaire à celui des ADN 
polymérases (Section 30-2A). La surface de la protéine que l’on 


FIGURE 30-85 Structure par rayons X de la transposase TnS com- 
plexée avec un ADN de 20 pb contenant une séquence DE. Ce com- 
plexe, correspondant au produit de l'étape 3 de La Fig. 30-84, est vu selon 
son axe de symétrie d'ordre 2 avec ses deux sous-unités identiques en 
bleu clair et en jaune. Les trois résidus acides de chaque motif DDE sont 
représentés en modèle éclaté (en vert) et les 10ns Mn* qui y sont fixés 


sont représentés par des boules vertes, Le squelette sucre-phosphate de 
l'ADN est représenté par des rubans violets et les bases en modèle en 
bâtonnets gris. Les groupements 3'-OH réactifs de l'ADN se situent aux 
extrémités du brin interne au point de contact avec les motifs 

DDE. {Communiqué aimablement par Ivan Rayment, Université du Wis- 
consin. PDBid 1F31.] 


voit dans la Fig. 30-85 a une charge positive et possède un sillon 
en relief, allant de sa partie supérieure gauche vers sa partie infé- 
rieure droite, qui constitue le site apparent de liaison de l'ADN 
cible. 

La transposase TnS de type sauvage a une activité catalytique 
tellement faible qu'elle est indétectable in vitro. Cependant, celle 
de la structure par rayons X est une forme mutante hyperactive 
comportant les mutations ES4K et L372P (il s'agit d’une situation 
inhabituelle puisqu’en général, on mute les enzymes pour les inhi- 
ber lors d'études de cristallographie, afin de les piéger à une étape 
particulière de la réaction). Le résidu Lys54 fait une liaison hydro- 
gène avec le O4 d'une thymine sur le brin transféré, Dans la trans- 
posase sauvage, le résidu Glu$4 présenterait probablement un phé- 
nomène défavorable de répulsion de charges avec un groupement 
phosphate voisin et cela explique l'activité accrue du mutant 
ES4K. La mutation L372P introduit un désordre dans le segment 
peptidique entre les résidus 373 et 391 (ce fragment est bien 
ordonné dans la structure par rayons X de la transposase TnS de 
type sauvage à laquelle on a ôté les 55 résidus N-terminaux), cela 
suggère que cette mutation facilite un changement de conforma- 
tion nécessaire à la liaison du substrat. 


c. La transposition réplicative 
Si un plasmide contenant un transposon ressemblant à Tn3 est 
introduit dans une cellule bactérienne porteuse d'un autre plasmide 
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même orientation, la résolution de la structure de co-intégration 
provoque la délétion du segment qui était entre les deux transpo- 
sons (Fig. 30-91b; de plus, si le segment libéré n'a pas d'origine 
de réplication, il ne sera pas maintenu), Si un segment de chromo- 
some est délété de cette façon, puis intégré à un site différent, à la 
suite d'un nouvel événement de recombinaison, cela entraîne un 
réarrangement chromosomique. 

La transposition est donc un mécanisme important pour l'évo- 
lution à l'échelle du chromosome ou du plasmide. Il a d'ailleurs 
été avancé que les transposons seraient les outils du génie géné- 
tique dans la nature, Par exemple, l'évolution rapide des plasmides 
conférant la résistance à plusieurs antibiotiques (Section 5-5B), 
depuis que ceux-ci sont utilisés couramment, est due à l'accumu- 
lation sur des plasmides, de transposons correspondant à telle ou 
telle résistance à un antibiotique. Les réarrangements produits par 
des transposons pourraient aussi avoir été responsables de la réor- 
ganisation des gènes initialement éloignés, pour former des opé- 
rons à régulation coordonnée. De même, on pourrait leur imputer 
la formation de protéines nouvelles résultant de la ligature de seg- 
ments de gènes qui étaient indépendants. De plus, la présence de 
transposons identiques dans des bactéries taxonomiquement éloi- 
gnées, montre que le transfert d'information génétique entre orga- 
nismes Via les transposons, n'est pas limité à des espèces proches, 
au contraire des transferts génétiques réalisés grâce à la recom- 
binaison homologue. 


f. La variation de phase est provoquée par une 
transposition 

Il arrive que chez les bactéries, l'expression d’un caractère soit 
régulée par un mécanisme de transposition site spécifique, Par 
exemple, certaines souches de Salmonella typhimurium peuvent 
produire de manière exclusive, deux formes antigéniques de la fla- 
gelline (protéine majeure composant le flagelle en forme de fouet, 
permettant la mobilité des bactéries ; Section 35-3G), appelées HI 
et H2. Il n'y a expression que d'une des deux formes à la fois, 
mais, environ une division cellulaire sur 1000 voit une variation 
de phase, Une cellule peut donc modifier de manière stable le type 
de flagelline qu'elle-même et ses descendantes vont synthétiser. Il 
est admis que cette variation permet aux salmoneiles d'échapper 
aux défenses immunitaires de l'hôte. 

Comment se fait ce changement de phase ? Les deux gènes de 
flagelline sont localisés dans différentes régions du chromosome 
bactérien. /2 est liée au gène r47, qui code un répresseur de l'ex- 
pression de #7 (Fig. 30-92 : rh1, H2 et HI sont aussi nommés fjA, 
fiB et fljC respectivement), Il s'ensuit que si #2-rh7, formant une 
seule unité de transcription, est exprimé, la synthèse de HI est 
réprimée ; sinon, c'est H1 qui est exprimée. Melvin Simon a mon- 
tré que l'expression de l'unité #2-rh7 est fonction de l'orientation 
d'un segment de 995 pb situé en amont de #2 (Fig. 30-92) et 
contenant les éléments suivants : 


1. Un promoteur de l'expression de H2-rh1. 

2. Le gène Ain, codant une Hin ADN invertase de 190 rési- 
dus. Hin entraîne l'inversion du segment d'ADN comme dans la 
Fig. 30-914. Hin a près de 40% d'identité de séquence avec la 
résolvase yô, ce qui suggère fortement que ces protéines ont des 
structures similaires. 

3. Deux sites très semblables de 26 pb, appelés HixL et hixR, 
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FIGURE 30-92 Le mécanisme de variation de phase chez Salmonella. 
(a) Dans les bactéries en phase 2, le promoteur //2-rh1 est orienté de 
telle façon que la flagelline H2 et un répresseur sont synthétisés. Ce 
répresseur se lie au gène 4/7, empêchant donc son expression, (b) Dans 
les bactéries en phase 1, le segment qui précède l'unité de transcription 
H2-rh1 a été inversé par rapport à l'orientation qu'il a en phase 2, Il en 
résulte que l'unité de transcription ne peut pas être exprimée parce qu'il 
n'y a pas de promoteur, Ceci lève la répression sur 7 et entraîne la syn- 
thèse de la flagelline HL L'inversion du segment en amont de l'unité de 
transcription //2-rh1 est contrôlée par la protéine Hin, résultant de l'ex- 
pression du gène hin, qui peut se faire dans les deux orientations. 


Ces deux sites sont chacun constitués par deux répétitions impar- 
faites inversées de 12 pb, séparées par 2 pb. 


Dans l'orientation coïncidant avec la phase 2 (Fig. 30-92a), le pro- 
moteur est correctement orienté en amont de #2 ; il permet l'ex- 
pression de 2 et de rhl, et la répression de H1. Dans les bactéries 
en phase 1 (Fig. 30-92b), ce segment est inversé. Il en résulte que 
H2 et rhl ne peuvent pas être exprimés faute de promoteur, et Hi 
peut être synthétisé. 


g. la recombinaison site spécifique commandée par la 
protéine Cre, utilise un intermédiaire 3’-phosphotyr 
Les bactériophages, comme nous l'avons vu (Fig. 1-31), se 
répliquent dans la cellule de leur hôte bactérien et dans la plu- 
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Ce type de cycle vital est de ce fait dit Iytique. Cependant, cer- 
tains bactériophages peuvent adopter un autre type de cycle non 
destructeur, le mode lysogénique, dans lequel ils installent leur 
ADN en général dans le chromosome de l'hôte via une recom- 
binaison site spécifique, de sorte que l'ADN du phage est répli- 
qué de façon passive en même temps que l'ADN de l'hôte, 
Cependant, si l'hôte bactérien est soumis à des conditions qui 
rendent sa survie improbable, l'ADN du phage est excisé du 
chromosome bactérien par une réaction inverse de celle de la 
recombinaison site spécifique et il entre en mode lytique pour 
échapper à son hôte condamné. Les facteurs génétiques qui 
maintiennent l'équilibre entre les modes lytique et lysogénique 
du bactériophage À sont présentés dans la Section 33-3. 

Les enzymes responsables des réactions de recombinaison 
site spécifique appartiennent à la famille des intégrases À (À Int 
où encore tyrosine recombinase), comportant plus de 100 
membres connus, tant chez les procaryotes que chez les euca- 
ryotes. Cela comprend les protéines XerC et XerD de E. coli 
qui œuvrent ensemble pour désenchaîner les deux produits 
d'ADN circulaire double brin issus de la recombinaison homo- 
logue (Fig. 30-66g, à gauche), ainsi que les topoisomérases de 
type 1B (Section 29-3C). 

Le membre de la famille des intégrases À dont la structure 
est la mieux caractérisée est la recombinase Cre du bactério- 
phage PI de Æ. coli. En phase lysogénique, le bactériophage P1 
est un plasmide circulaire simple copie (plutôt qu'un prophage 
inséré dans le chromosome de l'hôte comme dans le cas du 
phage À). Par contre dans la tête du phage (en phase lytique), 
l'ADN de PI est un ADN double brin linéaire avec un site loxP 
de 34 pb à chaque extrémité. La fonction principale de Cre, qui 
est codée par le phage PI, est de permettre la recombinaison site 
spécifique entre ces sites /ox? de façon à circulariser l'ADN 
linéaire (Fig. 30-93). 

Le site loxP est un palindrome à l'exception de sa région de 
recombinaison centrale de 8 pb, qui donne son orientation au 
sie. Lorsqu'elles effectuent la réaction de recombinaison, les 
sous-unités de Cre (343 résidus) forment un tétramère qui s'at- 
tachent à deux sites /ox? en orientation antiparallèle, chaque 
sous-unité de Cre se fixant sur une moitié de site JoxP. Puis, 
comme lé montre la Fig. 30-94, les sous-unités de Cre diamé- 
tralement opposées catalysent les coupures simple brin sur un 
des brins de chacun des ADN double brins, du coté 5° de la 
région d'échange. Cela résulte d'une attaque nucléophile par le 
résidu Tyr 324, conservé au cours de l'évolution, des sous-unités 
actives dé Cre sur la liaison phosphodiester de l'ADN à couper. 
Il y a production d'un intermédiaire 3°-phosphoTyr d'un coté de 
la coupure et d'un groupement $’-OH de l'autre coté (comme 
cela se passe dans les réactions catalysées par les topoisomérases 
de type 1B; Section 29-3C). Chacun des groupements 5'-OH 
libérés fait alors une attaque nucléophile sur le groupement 3'- 
phosphotyr de l'autre duplex situé à l'opposé pour former une 
structure de Holliday, ce qui libère les résidus Tyr. La structure 
de Holliday est résolue pour donner deux ADN double brin 
recombinants lorsque les deux sous unités de Cre qui n'ont pas 
encore participé à la réaction opèrent le même type de clivage 
et de réaction d'échange de brins sur les deux simple brin qui 
n'ont pas encore participé à la réaction. Cette dernière étape ne 
se fait qu'après un réarrangement nt de la structure (isomérisation) 
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FIGURE 30-93 Circularisation de l'ADN linéaire du bactériophage 
P1, Elle fait appel à une recombinaison à spécificité de site, sous le 
contrôle de Cre, entre deux sites loxP (en rouge et en vent), et produit le 
plasmide lysogénique. 


FIGURE 30-94 Mécanisme de la recombinaison à spécificité de site 
Cre-loxP. Les lignes en pointillés représentent les régions non palindro- 
miques, de crossing-over des sites LoxP. Les sous-unités de Cre en vert 
et en rose ont une activité de clivage respectivement dans les parties 
supérieure et inférieure du schéma. L'échange des rôles se fuit lors de 
l'étape d'isomérisation. Noter que ce mécanisme ne nécessite pus de 
migration du nœud de la structure de Holliday intermédiaire. 


de la deuxième paire de sous-unités pour qu'ils participent à la 
réaction, tandis que ceux de la première paire de sous-unités sont 
retirés du théâtre des opérations. 

La structure par rayons X de tétramère de Cre complexé 
avec plusieurs ADN modèles correspondant à loxP a été déter- 
minée par Gregory Van Duyne et a aidé à élucider le méca- 
nisme de la réaction. Lorsque l'ADN présente une coupure 
simple brin après le second nucléotide à partir de l'extrémité 
5" de la région d'échange, la coupure catalysée par Cre produit 
un nucléotide libre (un CMP) qui est perdu par diffusion dans 
le milieu. Du fait que ce nucléotide renferme le groupement 5°- 
OH réactif, l'intermédiaire 3'-phosphoTyr se trouve piégé de 
façon irréversible, Cre ne peut donc pas effectuer la réaction 
d'échange de brins de la Fig. 30-94 (cet ADN avec une brèche 
constitue un substrat suicide pour Cre; Section 28-3B). La 
structure par rayons X de cet ADN ayant une brèche et com- 
plexé à Cre, a confirmé la présence de l'intermédiaire 3°-phos- 
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FIGURE 30-95 Structure par rayons X de l'homotétramère de Cre 
complexé avec des ADN modéles de loxP. (a) Deux ADNdb homo- 
logues présentant une coupure après le deuxième nucléotide à partir de 
l'extrémité 5° de la région de crossing-over. (b) Structure de Holliday 
immobilisée. Les dessins de gauche montrent les complexes ADN-Cre 
vus selon leurs axes de symétrie d'ordre 2 et de pseudo-symétrie 

d'ordre 4 ; la sous-unité active est verte, la sous-unité inactive est rose 
(comme dans la Fig. 30-94), l'ADN est en doré. Les dessins de droite ne 
montrent que l'ADN tel qu'il apparaît dans la structure par rayons X, 
mais vu par en dessous par rapport aux dessins de gauche. Dans le dessin 
de droite de la partie a, le résidu Tyr du site actif, qui est lié de façon 


qui devrait se trouver sur le résidu CMP perdu se trouverait 
dans une position idéale pour effectuer une attaque nucléophile 
de la liaison 3°-phosphoTyr sur le brin opposé (Fig. 30-95a). 11 
faut noter que ce complexe a une symétrie d'ordre 2 alors que 
les quatre sous-unités de Cre et l'ADN présentent pour l'es- 
sentiel une pseudosymétrie d'ordre 4 dans laquelle les simples 
brins qui ont effectué un transfert sont fortement coudés en leur 
centre. Ces structures montrent que les changements de confor- 
mation nécessaires pour effectuer les réactions d'échange de 
brins et d'isomérisation (Fig. 30-94) nécessitent des mouve- 
ments remarquablement faibles de la part des sous-unités de 
Cre et que seules les chaînes sucre-phosphate des nucléotides 
des brins échangés ont besoin de se déplacer pour former la 


covalente au groupement 3'-OH du brin d'ADN coupé, est montré sous 
forme de bâtonnets (en rouge). Ce modèle montre la position des groupe- 
ments 5’-OH des CMP clivés, qui sont en position pour l'attaque nucléo- 
phile du groupement 3°-phosphoTyr sur l'ADNdb opposé (flèches 
courbe). Dans le dessin de droite de la partie b, les trois paires de bases 
qui se forment à la suite de l'échange de brins sont indiquées. Noter que 
les brins verticaux des crossing over, au contraire des brins horizontaux, 
sont franchement coudés en leur centre, [Communiqué aimablement par 
Gregory Van Duyne, École de Médecine de l'Université de Pennsylvanie. 
PDBid 2CRX, 3CRX, 4CRX et SCRX.] 


h. Chez les eucaryotes, la plupart des transpositions se 

font via un intermédiaire ARN 

Des transposons analogues à ceux des procaryotes existent 
chez des eucaryotes aussi distants l’un de l’autre que la levure, le 
maïs, la drosophile et l'homme. Ainsi, environ 3% du génome 
humain est constitué par des ADN de type transposon, bien que 
dans la plupart des cas, des mutations de leur séquence les aient 
rendus inactifs ; il s’agit donc de fossiles de l'évolution. Cepen- 
dant, beaucoup de transposons eucaryotiques n’ont que peu de 
similitudes avec ceux des procaryotes. La similarité entre les 
séquences de bases de beaucoup de transposons encaryotiques et 
celles de génomes de rétrovirus, toutes deux divergentes des trans- 
posons bactériens, suggère que ces transposons sont des rétrovirus 
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simplement rétroposons. Les retroposons sont transposés suivant 
un mécanisme en trois étapes :(1) leur transcription en ARN, (2) la 
copie de cet ARN en ADNc grâce à la transcriptase réverse (Sec- 
tion 30-4C), et (3) l'insertion aléatoire de cet ADN dans le génome 
de l'organisme hôte grâce à des enzymes de type intégrases (cata- 
lysant des réactions similaires à la réaction copier-coller des ADN 
transposases et qui leur ressemblent de point de vue de leur struc- 
ture). 

La présence d'un ARN dans la transposition d'un rétroposon a 
été montrée de façon astucieuse par Gerald Fink. Il a recomposé 
l'élément mobile le plus fréquent chez la levure, Ty1 (+ Transpo- 
son Yeast » ; il y a environ 35 copies de cet élément de 6.3 kb qui 
représentnte à peu près 13% de ce génome de 1700 kb). Il y a 
incorporé un intron de levure (une séquence qui est excisée du 
transcrit ARN primaire et n'est donc plus présente dans l'ARN 
mature ; Section 5-4A) précédé d'un promoteur de levure sensible 
au galactose. Lorsqu'il est inséré dans un génome de levure, le 
taux de transposition de cet élément Ty remodelé change en fonc- 
tion de la concentration du milieu en galactose, et les éléments 
transposés ne possèdent plus l’intron, montrant que la transposi- 
tion se fait via un ARN. 

Les génomes rétroviraux (Fig. 30-964) possèdent à leurs 
extrémités de longues répétitions terminales (LTR) de 250 à 600 
pb, et contiennent les gènes codants pour trois polyprotéines : 
gag, qui par clivage donne les protéines du noyau viral (Fig. 15- 
34), pol, dont le clivage produit la transcriptase réverse men- 
tionnée plus haut et l’intégrase, ainsi que la protéase responsable 
de ces clivages, et finalement env, dont le clivage produit les 
protéines de l'enveloppe virale externe. Ty1 (Fig. 30-96b) pos- 
sède aussi des LTR (de 330 pb) mais il n’exprime que deux poly- 
protéines : TYA et TYB, les équivalents de gag et pol. De plus, 
TYA et TYB forment avec l'ARN Ty1 des particules ressemblant 
à des virus dans le cytoplasme de la levure. Pourtant, Tyl n'a 
pas d’équivalent du gène env. Tyl est donc un virus endogène 
qui ne peut que se répliquer à l'intérieur d'un génome à un taux 
extrêmement faible si on le compare à celui d'infections virales 
réelles. Copia (du latin abondance), est le rétroposon le plus 
abondant du génome de Drosophila, qui en contient 20 à 60 
copies, et il ressemble à TY1. 

Les LTR des rétrovirus et des rétroposons comme TY1 et 
copia, sont des éléments indispensables de la transcription et donc 
de la transposition. Il existe cependant dans le génome des verté- 
brés des rétroposons dépourvus de LTR et de ce fait incapables 
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FIGURE 30-96 Succession des gènes dans : (a) les rétrovirus et (b) le 
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d'être transcrits à la façon des rétrovirus. Les éléments LINE 
(long interspersed nuclear elements) de 1 à 7 kb de long consti- 
tuent une famille répandue de ces rétroposons non viraux. 
Chaque élément contient deux cadres de lecture: ORFI, qui 
contient des séquences similaires à celle de gag et ORF2 qui 
contient des séquences similaires à celle codant la transcriptase 
réverse, Un mécanisme putatif de la transposition des éléments 
LINE est illustré dans la Fig. 30-97. 

Différents types de transposons prédominent selon les orga- 
nismes, à savoir ceux de type ADN pur, de type rétroviral et de type 
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FIGURE 30-97 Proposition de mécanisme de la transposition des 
rétroposons non viraux. (1) La transcriptase réverse/ endonucléase 
codée par le rétroposon coupe un des brins de sa cible dans l'ADN puis 
amène le transcrit ARN du rétroposon à ce site, (2) Transcription réverse 
de l'ARN du rétroposon grâce à une amorce ADN. (3) L'ARN est 
dégradé et il y a synthèse du second brin d'ADN en utilisant le premier 
brin comme matrice (il s'agit d'une réaction de transcription réverse nor- 
male ; Section 30-4C). Le rétroposon non viral obtenu est finalement 
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FIGURE 30-99 Structure par rayons X de M.Hhal complexée avec la 
S-adénosylhomocystéine et un ADN 1L3-mère duplex qui contient un 
résidu FC méthylé au site cible pour l'enzyme, L'ADN est représenté 
sous forme éclatée avec les bases en vert et le squelette sucre-phosphate 
en violet. Le squelette protéique est représenté sous forme d'un ruban de 
lignes parallèles oranges avec La boucle correspondant au site actif (rési- 
dus 80 à 89) en bleu clair et les deux boucles du site permettant la recon- 
naissance (résidus 233-240 et 250-257) en blanc. Celles-ci interagissent 
avec la séquence cible de l'ADN par son grand sillon, à l'arrière-plan du 
dessin. Le résidu FC a été éjecté hors de l'ADN dans le site actif de 
l'enzyme en forme de poche, où son C6 forme une liaison covalente avec 
l'atome S du résidu Cys S1 (en jaune). Le groupement méthyle, ainsi que 


coupe les deux motifs). On peut constater par de telles expé- 
riences, que la méthylation de l'ADN eucaryotique varie selon 
l'espèce, le tissu et même la localisation sur les chromosomes. 
Il est facile d'identifier les résidus m°C dans un fragment 
d'ADN par séquençage au bisulfite, dans lequel on traite 
l'ADN avec des ions bisulfite (HSO,;'), qui désaminent uni- 
quement les résidus C (et pas m°C) en U. On fait ensuite une 
amplification par PCR (Section 5-5F), qui recopie ces U en T 
et les m°C en C. La comparaison entre la séquence de l'ADN 
amplifié et celle de l'ADN non traité (établie par la méthode 
de terminaison de chaîne; Section 7-2A) révèle quels sont les 
C méthylés dans l'ADN traité. 

Il y a de nombreux exemples qui montrent que la méthyla- 
tion de l'ADN bloque l'expression de gènes eucaryotiques, 
notamment quand elle a lieu dans les régions des promoteurs, 
en amont des séquences transcrites. Par exemple, des gènes de 
globine sont moins méthylés dans les cellules d'érythrocytes 
qu'elles ne le sont dans les autres cellules. En réalité, la méthy- 
lation spécifique dans la région de contrôle d'un gène de globine 
transfecté et recombiné, inhibe sa transcription dans les cellules 
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l'atome F substituant du C5 de la base PC, sont représentés par des 
sphères argentées parce que la structure par rayons X ne peut pas les dif- 
férencier avec certitude, La base PC qui a été éjectée, est remplacée dans 
la double hélice d'ADN par la chaîne latérale du résidu Gin 237 (en 
rose) qui établit des liaisons hydrogène avec la guanine devenue « orphe- 
line », L'adénosylhomocystéine {en rouge) est dessinée en modèle éclaté 
avec son atome de S, le donneur de méthyle de la SAM qui a méthylé la 
FC, représenté par une sphère jaune. [D'après une structure par rayons X 
déterminée par Richard Roberts, New England Biolabs, Beverly, Massa- 
chusetts et par Xiaodong Cheng, Laboratoire de Cold Spring Harbor, 
Cold Spring Harbor, New York.] 


la méthylation de l'ADN réside dans l'observation que la 5-aza- 
cytosine (5-azaC), 


5-Azacytosine 
(5-azaC) 


un analogue de base ne pouvant pas être méthylé à sa position NS 
et qui inhibe les ADN MTases, stimule la synthèse de plusieurs 
protéines et modifie le mode de différenciation cellulaire de cel- 
lules eucaryotes en culture, Le fait que les séquences répétitives 
parasites intragéniques telles que les éléments LINE soient forte- 
ment méthylées dans les tissus somatiques a donné lieu à l'hypo- 
thèse selon laquelle la méthylation des ilôts CpG chez les mam- 
mifères s'est mise en place pour empêcher l'initiation de la 


1212 Chapitre 30, Réplication, réparation, et recombinaison de l'ADN 


analog lacking Watson-Crick pairing ability is replicated with 
high sequence specificity, Proc. Naïl Acad. Sci 94, 10506- 
10511 (1997). 

Jeruzalmi, D., O'Donnell, M., and Kuriyan, J., Clamp loaders and 
sliding clamps, Curr. Opin. Struct. Biol. 12, 217-224 (2002); 
Jeruzalmi, D., Yurieva, O., Zhao, Y., Young, M. Stewart, J., 
Hingorani, M., O'Donnell, M. and Kuriyan, J., Mechanism of 
processivity clamp opening by the delta subunit wrench of the 
clamp loader complex of E. coli DNA polymerase III, Cell 106, 
417-428 (2001); Jeruzalmi, D., O'Donnell, M., and Kuriyan, 
J.. Crystal structure of the processivity clamp loader gamma 
(y) complex of E. coli DNA polymerase HE, Cell 106, 429-441 
(2001); and Podobnik, M. Weitze, TE, O'Donnell, M., and 
Kuriyan, J., Nucleotide-induced conformational change in an 
isolated Escherchia coli DNA polymerase III clamp loader su- 
bunit, Structure 11, 253-263 (2003). 

Johnson, K.A., Conformational coupling in DNA polymerase 
fidelity, Annu, Rev. Biochem. 62, 685-713 (1993). 

Kamada, K., Horiuchi, T. Ohsumi, K., Shimamoto, N., and 
Morikawa, K., Structure of a replication-terminator protein 
complexed with DNA, Nature 383, 598-603 (1996). 

Keck, J.L., Roche, D.D., Lynch, A.S.. and Berger, J.M., Structure 
of the RNA polymerase domain of E. coli primase, Science 
287, 2482-2486 (2000); and Podobnik, M., Meclnerney, P, 
O'Donnell, M. and Kuriyan, J., A TOPRIM domain in the 
crystal structure of the catalytic core of Escherichia coli pri- 
mase confirms a structural link to DNA topoisomerases, J. 
Mol. Biol. M6, 353-362 (2000). 

Kelman, Z. and O'Donnell, M.. DNA polymerase 111 holoen- 
zyme: Structure and function of a chromosomal replicating 
machine, Annu. Rev. Biochem. 64, 171-200 (1995). 

Kiefer, J.R., Mao, C., Braman, J.C., and Beese, L.S., Visualizing 
DNA replication in a catalytically active Bacillus DNA poly- 
merase crystal, Nature 391, 304-307 (1998). 

Kong, X.-P, Onrust, R., O'Donnell, M., and Kuriyan, J., Three- 
dimensional structure of the B subunit of E, coli DNA poly- 
merase 111 holoenzyme: A sliding DNA clamp, Cell 69, 425- 
437 (1992). 

Kool, E.T., Active site tightness and substrate fit in DNA replica- 
tion, Annu. Rev. Biochem. T1, 191-219 (2002); and Hydrogen- 
bonding, base stacking, and steric effects in DNA replication, 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. M, 1-2 (2001). 

Korolev, S., Hsieh, J., Gauss, G.H., Lohman, T.M., and Waksman, 
G.. Major domain swiveling revealed by the crystal structures 
of complexes of E. coli Rep helices bound to single-stranded 
DNA and ADP, Cell 90, 635-647 (1997). 

Kunkel, T.A. and Bebenck, K., DNA réplication fidelity, Annu. 
Rev. Biochem. 69, 497-529 (2000). 

Lee, J.Y., Chang, C.. Song, H.K., Moon, J., Yang, J.K., Kim, H.- 
K., Kwon, S.-T,, and Suh, S.W., Crystal structure of NAD*- 
dependent DNA ligase: modular architecture and functional 
implications, EMBO J. 19, 1119-1129 (2000). 

Li, Y., Korolev, S., and Waksman, G., Crystal structures of open 
and closed forms of binary and ternary complexes of the large 
fragment of Thermus aquaticus DNA polymerase [: structural 
basis for nuclcotide incorporation, EMBO J. 17, 7514-7525 
(1998). 

Naktinis, V., Turner, J., and O’Donnell, M., À molecular switch 
in the replication machine defined by internal competition for 
protein rings, Cell 84, 137-145 (1996). 

Patel, S.S. and Picha, K.M., Structure and function of hexameric 
helicases, Annu. Rev. Biochem. 69, 651-697 (2000). 

Raghunathan, S., Kozlov, A.G., Lohman, T.M., and Waksman, G., 
Structure of the DNA binding domain of E. coli SSB bound 


Singleton, MR., Sawaya, MR., Ellenberger, T., and Wigley, D.B., 
Crystal structure of T7 gene 4 ring helicase indicates a me- 
chanism for sequential hydrolysis of nucleotides, Cell 101, 589 
600 (2000). 

Soultanas, P. and Wigley, D.B., Unwinding the ‘Gordian knot' of 
helicase action, Trends Biochem. Sci. 26, 47-54 (2001). 

Steitz, T.A., DNA polymerases: structural diversity and common 
mechanisms, J. Biol. Chem. 274, 17395-17398 (1999). 

Watson, J.D. and Crick, FH.C., Genetical implications of the 
structure of deoxyribonucleic acid, Nature 171, 964-967 (1953). 
[The paper in which semiconservative DNA replication was 
first postulated.] 


RÉPLICATION DE L'ADN EUCARYOTIQUE 


Allsopp, R.C., Vaziri, H., Patterson, C., Goldstein, S., Younglai, 
E.V., Futcher, A.B., Greider, C.W., and Harley, C.B., Telomere 
length predicts replicative capacity of human fibroblasts, Proc. 
Nail, Acad. Sci. 89, 10114-10118 (1992). 

Arezi, B. and Kuchta, R.D., Eukaryotic DNA primase, Trends 
Biochem. Sci. 25, 572-576 (2000). 

Bell, S.P and Dutta, A., DNA replication in eukaryotic cells, 
Annu. Rev. Biochem. T1, 333-374 (2002). 

Blackburn, E.H., Telomerases, Annu. Rev. Biochem. 61, 113-129 
(1992). 

Blackburn E.H., Switching and signaling at the telomere, Cell 106, 
661-673 (2001); and Telomere states and cell fates, Nature 408, 
53-56 (2000). 

Blow, J.J. and Hodgson, B., Replication licensing—defining the 
proliferative state? Trends Cell Biol. 12, 72-78 (2002). 

Cech, TR., Life at the end of the chromosome: Telomeres and 
telomerase, Angew. Chemie 39, 34-43 (2000). 

Clayton, D.A. Replication and transcription of vertebrate 
mitochondrial DNA, Annu, Rev. Cell Biol. 7, 453-478 (1991). 

Davies, LE, II, Almassey, R.J., Hostomska, Z., Ferre, R.A., and 
Hostomsky, Z., 2.3 À crystal structure of the catalytic domain 
of DNA polymerase B, Cell 76, 1123-1133 (1994). 

DePamphilis, M.L., Replication origins in metazoan chromo- 
somes: fact or fiction, BioEssays 21, 5-16 (1999). 

Diffley, J.F.X., DNA replication: Building the perfect switch, Curr. 
Biol. 1, R367-R370 (2001). 

Ding, J., Das, K., Hsiou, Y., Sarafianos, S.G., Clark, AD. Jr. 
Jacobo-Molina, A., Tantillo, C., Hughes, S.H., and Arnold, E., 
Structure and functional implications of the polymerase active 
site region in a complex of HIV-1 RT with a double-stranded 
DNA template-primer and an antibody Fab fragment at 2.8 À 
resolution, Z. Mol Biol. 284, 1095-1111 (1998); and Jacobo- 
Molina, A., Ding, J., Nanni, R.G., Clark, AD. Jr, Lu, X., 
Tantillo, C., Williams, R.L., Kamer, G., Ferris, A.L., Clark, P, 
Hizi, A., Hughes, S.H., and Arnold, E., Crystal structure of 
human immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase 
complexed with double-stranded DNA at 3.0 À resolution 
shows bent DNA, Proc. Nail. Acad. Sci, 90, 6320-6324 (1993). 

Franklin, M.C., Wang, J., and Steitz, T.A., Structure of the repli- 
cating complex of a pol a family DNA polymerase, Cell 105, 
657-667 (2001). 

Gilbert, D.M., Making sense out of eukaryotic DNA replication 
origins, Science 294, 96-100 (2001). 

Griffith, J.D., Comeau, L., Rosenfield, S., Stansel, R.M., Bianchi, 
A., Moss, H., and de Lange, T., Mammalian telomeres end in 
a large duplex loop, Cell 97, 503-514 (1999). 

Hahn, WC., Counter, C.M., Lundberg, AsS., Beïjersbergen, R.L., 
Brooks, M.W., and Weinberg, R.A., Creation of human tu- 
mour cells with defined genetic elements, Nature 400, 464-468 
(1999). 


solution structure of an Oxyrricha nova telomeric protein- 
DNA complex, /. Mol. Biol. 310, 367-377 (2001). 

Hübscher, U., Maga, G., and Spadari, S., Eukaryotic DNA poly- 
merases, Annu. Rev. Biochem. T1, 133-163 (2002); and 
Hübscher, U., Nasheuer, H.-P., and Syväoja, J.E., Eukaryotic 
DNA polymerases. À growing family, Trends Biochem. Sci. 25, 
143-147 (2000). 

Jäger, J. and Pata, J.D., Getting a grip: polymerases and their sub- 
strate complexes, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 21-28 (1999). 
Kelleher, C., Teixeira, M.T,, Fôrstemann, K., and Lingner, J., 
Telomerase: Biochemical considerations for enzyme and sub- 

strate, Trends Biochem. Sci. 27, 572-579 (2002). 

Kelly, TJ. and Brown, G.W., Regulation of chromosome replica- 
tion, Annu. Rev. Biochem. 69, 829-880 (2000). 

Kohilstaedt, L.A., Wang, J., Friedman, J.M., Rice, PA., and Steitz, 
T.A., Crystal structure at 3.5 À resolution of HIV-1 reverse 
transcriptase complexed with an inhibitor, Science 256, 1783- 
1790 (1992). 

McEachern, M.]., Krauskopf, À., and Blackburn, E.H., Telomeres 
and their control, Annu. Rev. Genet. 34, 331-358 (2000). 

Neidle, S. and Parkinson, G., Telomere maintenance as a target 
for anticancer drug discovery, Nature Rev. Drug Discov. 1, 383- 
393 (2002); and The structure of telomeric DNA, Curr. Opin. 
Struct. Biol. 13, 275 (2003). 

Schultze, P., Smith, F.W., and Feigon, J., Refined solution struc- 
ture of the dimeric quadruplex formed from the Oxytricha te- 
lomeric oligonucleotide d'GGGGTTTTGGGG), Structure 2, 
221-233 (1994). 

Takisawa, H., Mimura, S., and Kubota, Y., Eukaryotic DNA 
réplication: from pre-replication complex to initiation 
complex, Curr. Opin. Cell Biol. 12, 690-696 (2000). 

Tye, B.K. and Sawyer, S., The hexameric eukarvotic MCM heli- 
case: building symmetry from nonidentical parts, Z. Biol. 
Chem. 275, 34833-34836 (2000); and Tye, B.K., MCM proteins 
in DNA replication, Annu. Rev. Biochem. 68, 649-686 (1999). 

Urquidi, V., Tarin, D., and Goddison, S., Role of telomerase in cell 
senescence and oncogenesis, Annu. Rev. Med. 51, 65-79 (2000). 

Waga, S. and Stillman, B., The DNA replication fork in eukaryotic 
cells, Annu. Rev. Biochem. 67, 721-751 (1998). 


RÉPARATION DE L'ADN 


Ames, B.N, Identifying environmental chemicals causing 
mutations and cancer, Science 2M, 587-593 (1979). 

Beckman, K.B. and Ames, B.N., Oxidative decay of DNA, Z Biol. 
Chem. 272, 19633-19636 (1997). 

Devoret, R., Bacterial tests for potential carcinogens, Sci Am. 
241(2), 40-49 (1979). 

Friedberg, E.C., Wagner, R., and Radman, M., Specialized DNA 
polymerases, cellular survival, and the genesis of mutations, 
Science 296, 1627-1630 (2002). 

Friedberg, E.C., Walker, G.C., and Siede, W., DNA Repair and 
Mutagenesis, ASM Press (1995). 

Goodman, MF, Error-prone repair DNA polymerases in proka- 
ryotes and eukaryotes, Annu. Rev. Biochem. T1, 17-50 (2002). 

Hall, J.G., Genomic imprinting: Nature and clinical relevance, 
Annu. Rev. Med. 48, 35-44 (1997). 

Harfe, B.D. and Jinks-Robertson, S., DNA mismatch repair and 
genetic instability, Annu. Rev. Genet. 4, 359-399 (2000). 

Hopfner, K.-P, Putnam, C.D., and Tainer, J.A., DNA double- 
strand break repair from head to tail, Curr. Opin. Struct. Biol 
12, 115-122 (2002). 

Jaenisch, R., DNA methylation and imprinting: why bother? 
Trends Genet. 13, 322-329 (1997). 

Jiricny, J., Replication errors: cha(lle )nging the genome, EMBO 


Références 1213 


Kenyon, C.J., The bacterial response to DNA damage, Trends 
Biochem. Sci. 8, 84-87 (1983). 

Lalande, M., Parental imprinting and human disease, Annu. Rev. 
Genet. M, 173-195 (1997). 

Lindahl, T., Instability and decay of the primary structure of 
DNA, Nature 363, 709-715 (1993). 

Lindahl, T. and Wood, R.D., Quality control by DNA repair, 
Science 286, 1897-1905 (1999). [A review.] 

Ling, H., Boudsocq, F, Woogate, R., and Yang, W., Crystal struc- 
ture of a Y-family DNA polymerase in action: À mechanism 
for error-prone and lesion-bypass replication, Cel! 107, 91-102 
(2001). 

Marra, G. and Schär, P, Recognition of DNA alterations by the 
mismatch repair system, Biochem. J. 338, 1-13 (1999). 

McCullough, A.K., Dodson, M.L., and Lloyd, R:S., Initiation of 
base excision repair: glycosylase mechanism and structures. 
Annu. Rev. Biochem. 68, 255-285 (1999). 

Mitra, S. and Kaina, B., Regulation of repair of alkylation da- 
mage in mammalian genomes, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. 
Biol. 44, 109-142 (1993). 

Modrich, P, Mismatch repair in replication fidelity, genetic re- 
combination, and cancer biology, Annu. Rev. Biochem. 65, 
101-133 (199%). 

Mol, C.D., Parikh, S.S.. Putnam, C.D., Lo, TP. and Tainer, J.A.. 
DNA repair mechanism for the recognition and removal of 
damaged DNA bases, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2, 
101-128 (1999). 

Moore, M.H., Gulbis, J.M., Dodson, E.J., Demple, B., and Moody, 
PC.E., Crystal structure of a suicidal DNA repair protein: Ada 
Of-methylguanine-DNA methyltransferase from EÆ. coli, 
EMBO J. 13, 1495-1501 (1994). 

Myers, L.C., Verdine, G.L., and Wagner, G., Solution structure of 
the DNA methyl triester repair domain of Escherichia coli 
Ada, Biochemistry 32, 14089-14094 (1993). 

Parikh, S.S., Mol, C.D., Slupphaug, G., Bharati, S., Krokan, HE, 
and Tainer, J.A., Base excision repair initiation revealed by 
crystal structures and binding kinetics of human uracil-DNA 
glycosylase with DNA, EMBO J. 17, 5214-5226 (1998). 

Park, H.-W,., Kim, S.-T., Sancar, A., and Diesenhofer, J., Crystal 
structure of DNA photolyase from Escherichia coli, Science 
268, 1866-1872 (1995). 

Pegg, A.E., Dolan, M.E., and Moschel, R.C., Structure, function, 
and inhibition of Of-alkylguanine-DNA alkyltransferase, 
Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 51, 167-223 (1995). 

Pham, P., Rangarajan, S.. Woodgate, R., and Goodman, MF, 
Roles of DNA polymerases V and II in SOS-induced error- 
prone and error-free repair in Escherichia coli, Proc. Nail. 
Acad. Sci. 98, 8350-8354 (2001); and Goodman, ME, Coping 
with replication ‘train wrecks’ in Escherichia coli using Pol V, 
Pol IT, and RecA proteins, Trends Biochem. Sci. 25, 189-195 
(2000). 

Sancar, A., DNA excision repair, Annu. Rev. Biochem. 65, 43-81 
(19%). 

Scriver, C.R., Beaudet, A.L., Sly, WS.. and Valle, D. (Eds.), The 
Metabolic & Molecular Bases of Inherited Disease (Sth ed.), 
Chaps. 28 and 32, McGraw-Hill (2001). [Discussions of xero- 
derma pigmentosum, Cockayne syndrome, and hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer.] 

Sutton, M.D., Smith, B.T., Godoy, V.G., and Walker, G.C., The 
SOS response: recent insights into wnuDC-dependent muta- 
genesis and DNA damage tolerance, Annu. Rev. Genet. H, 
479-497 (2000). 

Tainer, JA. and Friedberg, E.C. (Eds.), Biological Implications 
from Structures of DNA Repair Proteins, Mutation Research 


TD DER MED DORE 


1214 Chapitre 30, Réplication, réparation, et recombinaison de l'ADN 


Walker, LR., Corpina. R.A., and Goldberg, J., Structure of the 
Ku heterodimer bound 10 DNA and its implications for 
double-strand break repair, Nature 412, 607-614 (2001). 

Wood, R.D.. Nucleotide excision repair in mammalian cells, J. 
Biol. Chem. 272, 23465-23468 (1997): and DNA repair in eu- 
karyotes, Annu. Rev. Biochem. 65, 135-167 (199%). 

Yang, W.. Damage repair DNA polymerases Y, Curr. Opin. Struct. 
Biol. 13, 23-30 (2003). 


RECOMBINAISON ET ÉLÉMENTS GÉNÉTIQUES MOBILES 


Ariyoshi, M. Nishino, T.. Iwasaki, H,, Shinagawa, H,, and 
Morikawa, K., Crystal structure of the Holliday junction DNA 
in complex with a single RuvA tetramer, Proc. Natl. Acad. Sci. 
97, 8257-8262 (2000). 

Changela, A. Perry, K.. Taneja, B.. and Mondragén, A., DNA 
manipulators: caught in the act, Curr. Opin. Struct. Biol. 13, 
15-22 (2003). 

Cox, M.M., Recombinational DNA repair of damaged replication 
forks in Escherichia coli: questions, Annu. Rev. Genet. 35, 53- 
82 (2001); and Recombinational DNA repair in bacteria and 
the RecA protein, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 63, 311- 
366 (2000). 

Cox, MM. Goodman, MF, Kreuzer, K.N., Sherratt, D.J. 
Sandler, S.J.. and Marians, K.J., The importance of repairing 
stalled réplication forks, Nature 404, 37-41 (2000). 

Craig, N.L.. Target site selection in transposition, Annu. Rev. 
Biochem. 66, 437-474 (1997). 

Craig, N.L., Craigie, R., Gellert, M., and Lambowitz, A.M. (Eds.), 
Mobile DNA IH, ASM Press (2002). [A compendium of au- 
thoritative articles.] 

Davies, D.R., Gorshin, LY., Reznikoff, WS., and Rayment, 1. 
Three-dimensional structure of the TnS synaptic complex 
transposition intermediate, Science 289, 77-85 (2000), and 
Reznikoff, W.S.. Bhasin, A. Davies, DR. Gorshin, LY. 
Mahnke, L.A., Naumann, T., Rayment, I. Stciniger-White, M., 
and Twining, S.S., Tn$: a molecular window on transposition, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 266, 729-734 (1999), 

Egelman, E.H., What do X-ray crystallographic and electron mi- 
croscopic structural studies of RecA protein tell us about re- 
combination? Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 189-197 (1993). 

Eichman, B.F., Vargason, J.M., Mooers, B.H.M., and Ho, PS., The 
Holliday junction in an inverted repeat DNA sequence: se- 
quence effects on the structure of four-way junctions, Proc. 
Nail. Acad. Sci. 97, 3971-3976 (2000). 

Feng, J.-A.. Dickerson, R.E., and Johnson, R.C., Proteins that 
promote DNA inversion and deletion, Curr. Opin. Struct. Biol. 
4, 60-66 (1994). 

Haber, JE. Partners and pathways. Repairing a double-strand 
break, Trends Genet. 16, 259-264 (2000); and DNA recombi- 
nation: the replication connection, Trends Biochem. Sci. 24, 
271-275 (1999). 

Haren, L., Ton-Hoang. B., and Chandler, M., Integrating DNA: 
transposases and retroviral integrases, Annu. Rev. Microbiol. 
53, 245-281 (1999). 

Ho, PS. and Eichman, BF. The crystal structures of Holliday 
junctions, Curr Opin. Struct. Biol. VW, 302-308 (2001). 

Kuzminov, À. Recombinational repair of DNA damage in 
Escherichia coli and bacteriophage X, Microbiol. Mol. Biol. 
Rev. 63, 751-813 (1999). 

Lusetti, S.L. and Cox, MM. The bacterial RecA protein and the 
recombinational DNA repair of stalled replication forks, 
Annu. Rev. Biochem. TA, 71-100 (2002). 

Marians, K.J, PriA-directed replication fork restart in 
Escherichia coli, Trends Biochem. Sci. 25, 185-189 (2000). 


sase and integrase complexes, Nature Struct. Biol. 8, 302-307 
(2001). 

Roe, S.M., Barlow, T., Brown, T., Oram, M., Keeley, A., Tsaneva, 
LR., and Pearl, L.H., Crystal structure of an octameric RuvA- 
Holliday junction complex, Molecular Cell 2, 361-372 (1998). 

Simon, M. Zieg, J., Silverman, M., Mandel, G., and Doolittle, R., 
Phase variation: evolution of a controlling element, Science 
209, 1370-1374 (1980). 

Story, R.M., Weber, LT, and Steitz, T.A., The structure of the E. 
coli recA protein monomer and polymer, Nature 355, 318-325 
(1992); and the erratum for this paper, Nature 355, 367 (1992). 
[These two papers should be read together.] 

Van Duyne, G.D., A structural view of CreoxP site-specific recom- 
bination, Ann Rev. Biophys. Biomol Struct. 30, 87-104 (2001). 

Yamada, K.. Kunishima, N., Mayanagi, K., Ohnishi, T., Nishino, 
T., lwasaki, H., Shinagawa, H., and Morikawa, K., Crystal 
structure of the Holliday junction migration motor protein 
RuvB from Thermus thermophilus HBS, Proc. Nail. Acad. Sci. 
98, 1442-1447 (2001). 

West, S.C., Processing of recombination intermediates by the 
RuvABC proteins, Annu. Rev. Gener. A, 213-244 (1997). 
Yang, W. and Steitz, T.A., Crystal structure of the site-specific re- 
combinase yô resolvase complexed with a 34 bp cleavage site, 

Cell 82, 193-207 (1995). 


LA MÉT HYLATION DE L'ADN ET LES EXPANSIONS DE 
RÉPÉTITIONS DE TRINUCLÉOTIDES 


Bowater, R.P. and Wells, R.D., The intrinsically unstable life of 
DNA repeats associated with human hereditary disorders, 
Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 66, 159-202 (2001). 

Cheng, X., Structure and function of DNA methyltransferases, 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 24, 293-318 (1995). 

Cummings, C.J. and Zoghbi, H.Y., Trinucleotide repeats: 
mechanisms and pathophysiology, Annu. Rev. Genomics Hum. 
Genet. 1, 281-328 (2002); and Zoghbi, H.Y. and Orr, HT, 
Glutamine repeats and neurodegeneration, Annu. Rev. 
Neurosci. 23, 217-247 (2000). 

Goodman, J. and Watson, R.E.. Altered DNA methylation: a se- 
condary mechanism involved in carcinogenesis, Annu. Rev. 
Pharmacol. Toxicol. 42, 501-525 (2002). 

Jones, PA. and Baylin, S.B., The fundamental role of epigenetic 
events in cancer, Nature Rev. Genet. 3, 415-428 (2002); and 
Jones, PA. and Takai, D., The role of DNA methylation in 
mammalian epigenetics, Science 293, 1068-1070 (2001). 

Klimasauskas, S., Kumar, S., Roberts, R.J., and Cheng, X., Hhal 
methyltransferase flips its target base out of the DNA helix, 
Cell 76, 357-369 (1994), 

Marinus, M.G., DNA methylation in Escherichia coli, Annu. Rev. 
Genet. 21, 113-131 (1987). 

O'Donnell, WT. and Warren, S.T,, A decade of molecular studies 
of fragile X syndrome, Annu. Rev. Neurosci. 25, 315-338 (2002). 

Perutz, MF and Windle, AH. Causes of neural death in 
neurodegenerative diseases attributable 10 expansion of glu- 
tamine repeats, Nature 12, 143-144 (2001); and Perutz, MF, 
Glutamine repeats and neurodegenerative diseases: molecu- 
lar aspects, Trends Biochem. Sci. 24, £8-63 (1999). 

Reik, W., Dean, W., and Walter, J., Epigenetic reprogramming in 
mammalian development, Science 293, 1089-1093 (2001). 
Rideout, WM., III, Eggan, K., and Jaenisch, R., Nuclear cloning 
and epigencetic reprogramming of the genome, Science 293, 

1093-1098 (2001). 

Roberts, R.J. and Cheng, X., Base flipping, Annu. Rev. Biochem. 
67, 181-198 (1998). 

Scriver, C.R.. Beaudet, A.L., Sly, WS.. and Valle, D. (Eds.), 7he 


Chaps. 64, 223, and 226, McGraw-Hill (2001). [Discussions of 
fragile X syndrome, Huntington's disease, and the spinocere- 


bellar ataxias. 


Problèmes 1215 


Szyf, M. and Detich, N., Regulation of the DNA methylation ma- 
chinery and its role in cellular transformation, Prog, Nucleic 
Acid Res. Mol. Biol. 69, 47-79 (2001). 


L j comment certaines formes mutantes de Pol 1 peuvent 
manquer 10! d'activité ADN polymérase tout en conservant des 
niveaux presque normaux d'activité exonucléase 5° — 3", 

2 Pourquoi n'a-t-on pas trouvé de mutants de Pol [ totalement 
dépourvus d'activité 5° — 3° à toutes températures ? 

LA i les topo-isomérases de Type 1 ne sont-elles pas néces- 
saires à la réplication de l'ADN ? 

4 L'activité exonucléase 3'— 5° de Pol T consiste à exciser seule- 
ment les 3'-1erminaux non appariés de l'ADN, alors que l'ac- 
tivité de yse de la même enzyme n'enlève que les nucléo- 
tides 3 appariés correctement. Discuter d'une manière 
ET 

5. Vous venez d'isoler chez E. coli des mutations thermosensibles 
dans les qui suivent. Quels sont leurs phénotypes au dessus des tem- 
pératures ives ? Répondre cas par cas. (a) dnaB, (b) dnaE, (c) dnaG. 
(à) Hg, (e) polA, (f) rep, (g) ssb, et (h) recA. 

6. Environ combien de fragments d'Okazaki E. coli synthétise-t-il en 
répliquant une fois son chromosome ? 

Le À Qhels sont les nombres minimum et maximum de fourches de 
réplication pouvant se former sur le chromosome de cellules £. coli qui se 
divisent toites les 25 min ; toutes les 80 min ? 
représenter l'appareil de réplication de Æ. coli à l'échelle 
j d'agrandir le diamètre de l'ADN-B, de 20 À à 1 m. 
la même échelle, chaque holoenzyme d'ADN polymé- 
la taille approximative d'un camion de taille moyenne. À 
: (a) Quelle serait la vitesse de déplacement de chaque répli- 
some ? (b} Quelle distance parcourrait chaque réplisome pour effectuer un 
cycle de réplication , (c) Quelle serait la longueur d'un fragment 
d ? (d) Quelle serait la distance moyenne parcourue par le répli- 
Po Que eme pone 
et en km. 


uoi les ADN duplex linéaires, comme celui que possède le 
T7, ne peuvent-ils pas être répliqués complètement seule- 
aux protéines codées dans E coli? 
est la demi-vie d'une base purique particulière dans le 
génome humain, si l’on suppose qu'elle n'est soumise qu'à la dépurination 
? Quelle proportion des bases puriques du génome humain peut 
au cours d'une seule génération (supposée de 25 ans)? Des 
ies égyptiennes datant de -4000 ans ont été séquences. En 
que la momification n’a pas ralenti la vitesse de dépurination, en 


être 
ADN de 


quelle les bases puriques présentes à l'origine de la momie 
seraient intactes de nos jours ? 

11. la methylation de l'ADN formant (-méthylguanine est- 
elle ji 


12. Lorsqu'une fourche de réplication rencontre une lésion sur un des 
brins elle peut soit se dissocier, soit laisser derrière elle une brèche sur un 
des Cette dernière possibilité est plus probable pour ce qui est de La 
brin retardé que pour celle du brin avancé. Expliquez en la rai- 


13. Le génome de E. coli contient 1009 séquences Chi. La répartition 
de ces est-elle aléatoire ? Sinon, quel est l'écart par excès ou par 
défaut par rapport à cette distribution aléatoire ? 

14. Deinococcus radiodurans, que le livre des records, Guiness 
records, a qualifiée de bactérie la plus résistante au monde, tolère des 
doses de/rayons ionisants environ 3000 fois plus fortes que la dose létale 
pour 1 (on l'a découverte pour la première fois dans une boîte 
de de viande qui avait été stérilisée par irradiation). Elle semble 
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nombreux fragments), Cette bactérie possède notamment un nombre par- 
ticulièrement élevé de gènes codant des protéines impliquées dans la 
réparation de l'ADN et renferme 4 à 10 copies de son génome par cel- 
lule, celui-ci étant constitué de deux chromosomes circulaires et de deux 
plasmides circulaires. Cependant, ces stratégies ne suffisent pas à elles 
seules pour expliquer l'énorme résistance aux rayonnements. En fait. une 
stratégie complémentaire consiste à organiser les copies multiples de ses 
ADN circulaires en paquets, dans lesquels on pense que les gènes iden- 
tiques des différents cercles sont alignés côte à côte, En quoi cette der- 
nière stratégie aide-t-elle D. radiodurans à réparer efficacement son ADN 
fragmenté ? 

15. Les ilôts CpG ont une fréquence dans le génome des eucaryotes 
qui est environ un cinquième de celle qu'on attendrait si leur fréquence 
résultait d'une répartition aléatoire. Proposez un processus évolutif (muta- 
tionnel) qui éliminerait les ilôts CpG. 

16. Expliquer pourquoi l'exposition d'une lignée de cellules eucaryo- 
tiques en culture pendant un temps court à la S$-azacytosine entraine des 
changements phénotypiques permanents pour ces cellules. 

17. Expliquer pourquoi les structures en chi, telles que celles présen- 
tées Fig.30-67b, ont toujours deux bras d'égales longueurs. 

*18. Les ADN circulaires simple brin qui contiennent un transposon 
possèdent une structure Caractéristique avec une tige et deux boucles, 
comme celle présentée à la Fig, 30-102. Quelle est l'explication physique 
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19. Un transposon composite intégré dans un plasmide circulaire 
entraine parfois la transposition de l'ADN constituant le plasmide originel, 
plutôt que celle de la région centrale du transposon. Expliquer comment 
ceci est possible. 

*20.La recombinase Cre, outre sa fonction de circularisation de 
l'ADNdb P1 (Fig. 30-93), possède une autre fonction. Elle est nécessaire 
pour réduire les dimères de plasmides PI résultant de leur réparation par 
recombinaison au cours de la réplication, elle permet ainsi au deux cellules 
filles d'hériter une copie du plasmide PI. A l'aide de schémas simples, 


SR RS Re) ES DT RE RS D DOS Sr A 4 2 


Chapitre 


31k 


1 D Le rôle de l'ARN dans la synthèse protéique 
A. Induction enzymatique 
B. L'ARN messager 
2 B L'ARN polymérase 
A. Liaison à la matrice 
8. Initiation de la chaîne 
C. Elongation de la chaîne 
D. Terminaison de la chaîne 
E. Les ARN polymérases d'eucaryotes 
3 M Contrôle de la transcription chez les procaryotes 
A. Les promoteurs 
8. Le répresseur lac, 1 : liaison à l'ADN 
C. Répression catabolique : un exemple d'activation de 
gène 
D. Interactions protéine-ADN spécifiques de séquences 
E. L'opéron araBAD : contrôle positif et négatif par la 
même protéine 
F. Le répresseur lac, II : Structure 
G. L'opéron trp : atténuation 
H. Régulation de la synthèse des ARN ribosomiaux : la 
réponse « stringente » 
4 8 Maturation post-transcriptionnelle 
A. Maturation de l'ARN messager : Coiffe, queue et 
épissage 
8. Maturation des ARN ribosomiaux 
C. Maturation des ARN de transfert 


Il existe trois classes principales d'ARN, qui participent tous à la 
synthèse protéique : les ARN ribosomiaux (ARNr), les ARN de 
transfert (ARNL) et les ARN messagers (ARNm). Tous ces ARN 
sont synthétisés sous la direction de matrices d'ADN, un méca- 
nisme appelé transcription. 

L'intervention de l'ARN dans la synthèse protéique est appa- 
rue évidente à la fin des années 1930 grâce aux travaux de Torb- 
jom Caspersson et de Jean Brachet. Grâce à des observations au 
microscope, Caspersson s'aperçut que l'ADN est confiné presque 
exclusivement dans le noyau des cellules d'eucaryotes, alors que 
l'ARN se trouve essentiellement dans le cytosol. Brachet, qui 
avait mis au point des techniques de séparation des organites intra- 
cellulaires, arriva aux mêmes conclusions par des analyses chi- 
miques directes. De plus, il trouva que les particules cytosoliques 
qui contiennent l'ARN sont également riches en protéines. Ces 
deux chercheurs remarquèrent que la concentration de ces parti- 
cules ribonucléoprotéiques (appelées plus tard les ribosomes) est 
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corrélée au taux de la synthèse protéique d’une cellule, impliquant 
une relation entre l'ARN et la synthèse protéique. Brachet suggéra 
même que les particules ribonucléoprotéiques sont le siège de la 
synthèse protéique. 

La suggestion de Brachet fut vérifiée dans les années 1950, 
avec l'apparition des acides aminés radioactifs. Peu de temps après 
l'injection d'un acide aminé marqué à un rat, l'essentiel de la 
radioactivité incorporée dans les protéines est associé aux ribo- 
somes. Cette expérience montra également que la synthèse pro- 
téique n'est pas sous la dépendance directe de l'ADN car, du 
moins chez les eucaryotes, l'ADN et les ribosomes ne sont jamais 
en contact. 

En 1958, Francis Crick résuma les relations, encore floues à 
l'époque, entre l'ADN, l'ARN et les protéines dans un schéma 
d'enchaînement qu'il appela le dogme central de la biologie molé- 
culaire : l'ADN dirige sa propre réplication et sa transcription en 
ARN qui, à son tour, dirige sa traduction en protéines (Fig. 5-21). 
L'utilisation insolite du mot « dogme », qui selon une de ses déf- 
nitions, désigne une doctrine religieuse dont le vrai croyant ne 
peut douter, vient d'un malentendu. Lorsque Crick formula le 
dogme central, il pensait que dogme signifiait « une idée qui n'est 
pas étayée par des preuves rationnelles, » 

Nous commencerons par décrire les expériences qui ont 
conduit à la découverte du rôle central de l’'ARNm dans la bio- 
synthèse protéique. Nous étudierons ensuite le mécanisme de la 
transcription et son contrôle chez les procaryotes. Enfin, dans la 
dernière section, nous étudierons la maturation post-transcription- 
nelle des ARN chez les procaryotes et les eucaryotes. La traduc- 
tion sera étudiée dans le Chapitre 32. Notez que ces thèmes ont été 
esquissés dans la Section 5-4, Nous allons y revenir plus en détails. 


1 M LE RÔLE DE L'ARN DANS 
LA SYNTHÈSE PROTÉIQUE 


Les protéines sont spécifiées par l'ARNm et synthétisées sur les 
ribosomes. Cette idée a germé lors de l'étude du mécanisme de 
l'induction enzymatique, phénomène dans lequel les bactéries 
modulent les vitesses de synthèse d'enzymes spécifiques en 
réponse à des changements de leur environnement. Nous allons 
étudier dans cette section les expériences classiques qui ont expli- 
qué les bases de l'induction enzymatique et révélé l'existence de 
l'ARNm. Nous verrons que l'induction enzymatique est une 
conséquence de la régulation de la synthèse de l'ARNm par des 
protéines qui se lient spécifiquement aux matrices ADN des 
ARNm. 
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FIGURE 31-7 Distribution sur gradient de densité en CsCI, de l'ARN 
marqué au ŸP, synthétisé par E, coli après infection par le phage T4. 
L'ARN libre étant relativement dense, forme une bande dans le fond de 


la cellule de centrifugation (à gauche). Cependant, beaucoup d'ARN est 
associé aux ribosomes « lourds » marqués par !°N et l*C, synthétisés 
avant l'infection par le phage. La position normale de ribosomes « légers 
» non marqués, qui ne sont pas synthétisés par les cellules infectées par 
le phage, est aussi indiquée. [D'après Brenner, S., Jacob, F., et 
Meselson, M., Nature 190, 579 (19%61).] 


phage s'hybride avec l'ADN de T2 (Fig. 31-8) mais ne s'hybride 
ni avec les ADN de phages non apparentés ni avec l'ADN de 
E. coli non infecté. Cet ARN doit donc être complémentaire de 
l'ADN de T2 en accord avec les prévisions de Jacob et Monod; 
autrement dit, l'ARN spécifique du phage est un ARN messager. 
Les études par hybridation ont également montré que des ARNm 
de E. coli non infecté sont complémentaires de certaines régions 
de l'ADN de E. coli. En fait, d'autres ARN, comme les ARN de 
transfert et les ARN ribosomiaux, ont des séquences complémen- 
taires correspondantes sur l'ADN du même organisme. Ainsi, fous 
les ARN cellulaires sont transcrits à partir de matrices d'ADN. 


2 BE L'ARN POLYMÉRASE 


L'ARN polymérase (RNAP), l'enzyme responsable de la synthèse 
de l'ARN dirigée par l'ADN, a été découverte indépendamment en 
1960 par Samuel Weiss et Jerard Hurwitz. L'enzyme réunit les ribo- 
nucléosides triphosphates ATP, CTP, GTP et UTP, sur des matrices 
d'ADN au cours d'une réaction entraînée par la formation de PP, 
suivie de son hydrolyse. 


(ARN), résidus + NTP === (ARN), , 1 résidus + PP; 


Toutes les cellules contiennent de l'ARN polymérase. Chez les 
bactéries, un seul type de cette enzyme catalyse la synthèse de tous 
les ARN cellulaires exceptés les petites amorces d'ARN néces- 
saires à la duplication de l'ADN (Section 30-1D). Plusieurs bacté- 
riophages synthétisent des ARN polymérases qui ne synthétisent 
que les ARN spécifiques du phage. Les cellules eucaryotiques 
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FIGURE 31-8 Hybridation entre l'ARN marqué au ŸP produit par 
E. coli infecté par T2 et l'ADN de T2, marqué par *H. Par désintégra- 
tion radioactive, ŸP et *H émettent des particules b ayant des énergies 
caractéristiques différentes ce qui permet de détecter indépendamment 
ces isotopes. Bien que l'ARN libre (à gauche) dans un gradient de CsC1 
soit plus dense que l'ADN, beaucoup de l'ARN co-migre avec l'ADN 

(à droite). Ceci indique que les deux polynucléotides se sont hybridés, ce 
qui signifie qu'ils ont des séquences complémentaires. [D'après 

Hall, BD. et Spiegelman, S., Proc. Natl. Acad. Sci. 47, 141 (1961).] 


contiennent quatre ou cinq ARN polymerases qui synthétisent cha- 
cune une classe différente d'ARN. Dans cette section, nous nous 
intéresserons plus particulièrement à l'ARN polymérase bacté- 
rienne, nous parlerons ensuite des enzymes d'eucaryotes. 

Ce qu'on appelle l'holoenzyme de l'ARN polymérase de 
E. coli est une protéine de 449 kD environ qui présente la com- 
position en sous-unités &,Bf'wo (Tableau 31-1), où les sous-uni- 
tés B et B contiennent plusieurs fragments homologues ayant le 
même arrangement. Cependant, une fois que la synthèse d'ARN a 
été amorcée, la sous-unité © (appelée aussi facteur © où 6” car sa 
masse moléculaire est de 70 kD) se dissocie du cœur de l'enzyme, 
@&BB'&, qui assure le véritable processus de polymérisation (voir 
ci-dessous), 


TABLEAU 31-1. Composants de l'holoenzyme de l'ARN poly- 
mérase de E, coli 
Sous-unité Nombre de résidus Gène structural 
a 329 rpoA 
B 1342 rpoB 
g' 1407 rpeC 
w 91 rpoZ 
vu” 613 rpsD 


1222 Chapitre 31. Transcription 


FIGURE 31-9 Micrographie électronique de l'holoenzyme ARN 
polymérase (RNAP) de E, coli liée à différents sites promoteurs sur 
l'ADN du phage T7. RNAP est l'une des plus grandes enzymes solubles 
connues, [D'après Williams, R.C,, Proc. Naïl, Acad. Sci. 74, 2313 
(1977).] 


Des micrographies électroniques (Fig. 31-9) montrent claire- 
ment que l'ARN polymérase, qui a une taille imposante caracté- 
ristique, se lie à l'ADN sous forme de protomère. Cette grande 
taille résulte probablement de ce que l’holoenzyme assure plu- 
sieurs fonctions complexes dont (1) la liaison à la matrice, 
(2) l'initiation de la chaîne d'ARN, (3) l'élongation de la chaîne, 
et (4) la terminaison de la chaîne, Nous allons étudier ces diffé- 
rentes fonctions ci-dessous. 


A. Liaison à la matrice 


La synthèse de l'ARN ne débute normalement qu'à des sites spé- 
cifiques de la matrice d'ADN. Ceci fut montré pour la première 
fois grâce à des études d'hybridation entre l'ADN du bactério- 
phage 6X174 et l'ARN produit par E. coli infecté par 6X174. Le 
bactériophage 6X174 présente un ADN à un seul brin appelé le 
brin (+) « plus ». Une fois dans la cellule de E, coli, le brin « plus » 
dirige la synthèse du brin (-) «moins» complémentaire avec 
lequel il s'associe pour former un ADN double-brin circulaire 
appelé forme réplicative (Section 30-3B). L'ARN produit par 
E. coli infecté par 6X 174, ne s'hybride pas avec l'ADN de phages 
intacts mais S’hybride avec la forme réplicative. Par conséquent, 
seul le brin « moins » de l'ADN de 6X 174, appelé brin antisens, 
est transcrit, c'est-à-dire qu'il sert de matrice ; le brin « plus », ou 
brin sens (appelé ainsi car il a la même séquence que l'ARN trans- 
crit), n'assure pas ce rôle, Des études identiques ont montré que 
dans des phages plus grands, comme T4 et À, les deux brins de 
l'ADN viral sont les brins antisens (matrices) selon les gènes. Il en 
est de même pour les organismes cellulaires. 


a. L'holoenzyme se lie spécifiquement aux promoteurs 
L'ARN polymérase se lie à ses sites d'initiation par l'inter- 
médiaire de séquences de bases appelées promoteurs, qui sont 
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moteurs a été révélée pour la première fois par des mutations 
qui augmentent ou diminuent la vitesse de transcription de cer- 
tains gènes, dont ceux de l'opéron {ac. Le repérage sur des 
cartes génétiques de telles mutations a montré que le promoteur 
correspond à une séquence de 40 ph située sur le côté 5’ du 
point de départ de la transcription. [Par convention, la séquence 
de l'ADN matrice est représentée par son brin sens (le brin non 
matrice) si bien qu'il a la même orientation que l'ARN transcrit. 
Une paire de bases dans une région promotrice est affectée d'un 
nombre négatif ou positif qui indique sa position, en amont ou 
en aval par rapport au sens de déplacement de l'ARN polymé- 
rase, à compter du premier nucléotide transcrit en ARN; ce 
point de départ est +1 et il n'y a pas de 0]. Comme nous allons 
le voir, l'ARN est synthétisé dans le sens 5° — 3 (Sec- 
tion 31-2C). Par conséquent, le promoteur se trouve en « amont » 
du nucléotide +1 de l'ARN. Des études de séquençage ont 
montré que le promoteur lac (P lac) recouvre l'opérateur lac 
(Fig, 31-2). 


L'holoenzyme forme des complexes très stables avec les pro- 
moteurs (constante de dissociation K -10"l#M) protégeant ainsi de 
la digestion par l'ADNase I, les segments d'ADN liés. La région 
qui va de -20 à +20 environ, se trouve très bien protégée contre 
une dégradation par l'ADNase L. La région qui se trouve en amont, 
jusqu'à environ —60, se trouve également protégée mais à un 
moindre degré, sans doute parce qu'elle se lie moins fortement à 
l'holoenzyme. 


Des déterminations de séquences des régions protégées de 
nombreux gènes de E. coli et de phages ont révélé la séquence 
«consensus» des promoteurs de Æ coli (Fig. 31-10). Leur 
séquence la mieux conservée est un hexamère centré plus ou 
moins sur la position —-10, appelée boîte de Pribnow (du nom 
de David Pribnow qui montra son existence en 1975). Elle a une 
séquence consensus TATAAT dans laquelle le TA initial et le T 
final sont très conservés. Plus en amont, des séquences autour 
de la position -35 présentent une autre conservation de 
séquence, TTGACA, particulièrement évidente dans les promo- 
teurs forts. Le nucléotide +1, qui est presque toujours A ou G, 
se trouve au centre d'une séquence faiblement conservée, CAT 
ou CGT. La plupart des séquences promotrices varient fortement 
par rapport à la séquence consensus (Fig. 31-10), Cependant, une 
mutation qui affecte l’une des régions partiellement conservées, 
peut augmenter ou diminuer fortement l'efficacité d'initiation 
d'un promoteur. Richard Gourse a montré que certains gènes for- 
tement exprimés contiennent un segment riche en A + T entre les 
positions —40 et —-60, appelé élément promoteur amont (UP 
pour «upstream promoter element», qui se fixe au domaine 
C-terminal des sous-unités & de l'ARN polymérase (aCTD; 
Section 31-3C). Parmi les gènes renfermant un élément UP, on 
trouve ceux des ARN ribosomiaux, les gènes r7n (voir 
Fig. 31-10) , qui sont responsables collectivement de 60% des 
ARN synthétisés par E. coli. Les vitesses de transcription de ces 
gènes, qui varient d'un facteur 1000, sont directement propor- 
tionnelles à la vitesse à laquelle leurs promoteurs forment des 
complexes d'initiation stables avec l'holoenzyme. Les mutations 
des promoteurs qui augmentent ou diminuent la vitesse de trans- 
cription des gènes correspondants sont respectivement appelées 
mutations up (d'augmentation) et mutations down (réduc- 
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b. Les rifamycines inhibent l'initiation de la transcription 
chez les procaryotes 
Deux antibiotiques voisins, la rifamycine B, produite par 
Streptomyces méditerranei, et son dérivé hémisynthétique, la 
rifampicine 


Rifamycine B R; = CH3C00”; Ro = H 


Rifampici R;, =H CH N N—CH 
picine 1=H; R= ne 3 


inhibent spécifiquement la transcription des ARN polymérases des 
procaryoles, mais sont sans effet sur celles des eucaryotes. Cette 
sélectivité et leur fort pouvoir inhibiteur (l'ARN polymérase bac- 
térienne est inhibée a 50 % par de la rifampicine 2 x 10-M) en ont 
fait des agents bactéricides utiles contre des bactéries gram posi- 
tives et la tuberculose. Il y a effectivement peu d'autres antibio- 
tiques efficaces contre la tuberculose, qui prend des proportions 
d'épidémie dans certaines parties du monde. 

L'isolement de mutants résistants à la rifamycine dont les sous- 
unités f ont des mobilités électrophorétiques modifiées, indique 
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que cette sous-unité contient le site de liaison de la rifamycine. Les 
rifamycines n'inhibent ni la liaison de l'ARN polymérase au pro- 
moteur, ni la formation de la première liaison phosphodiester, mais 
elles empêchent l’élongation ultérieure de la chaîne. L'ARN poly- 
mérase inactivée reste liée au promoteur, bloquant ainsi son initia- 
tion par l'enzyme non inhibée, Cependant, une fois que l'initiation 
est faite, les rifamycines n'ont pas d'effet sur le processus d’élon- 
gation ultérieur, Les rifamycines sont des outils de recherche utiles 
car elles permettent de disséquer le processus de la transcription en 
ses phases d'initiation et d'élongation. 

La structure par rayons X du cœur de l'enzyme Tag complexé 
avec la rifampicine révèle comment cet antibiotique inhibe l'ARN 
polymérase. La rifampicine se lie avec une très bonne complé- 
mentarité et peu de changements conformationnels dans une poche 
de la sous-unité B située dans le canal principal de l'ADN-ARN, à 
une distance de -12 À de l'ion Mg* du site actif. La construction 
de modèles montre que la rifampicine fixée serait en interférence 
stérique avec le transcrit ARN, des positions —-2 à —5 de la bulle de 
transcription. Donc, comme on a pu l'observer, la rifampicine ne 
devrait pas interférer avec l'initiation de la transcription mais 
constituer un obstacle mécanique à l'extension du transcrit 
ARN. Les résidus bordant la poche dans laquelle se fixe la rifam- 
picine sont très conservés chez les procaryotes mais pas chez les 
eucaryotes, ce qui explique pourquoi la rifampicine n'inhibe que 
les ARN polymérases des procaryotes. 


C. Élongation de la chaîne 


Dans quelle direction se fait l'élongation de la chaîne ? Les nucléo- 
tides s’incorporent-ils à l'extrémité 3’ de la chaîne d'ARN en for- 
mation (synthèse dans le sens 5” —> 3”; Fig. 31-14a) ou à l'extré- 
mité 5’ (synthèse dans le sens 3° —> 5’; Fig. 31-14b). On a obtenu 
la réponse à cette question en déterminant la vitesse à laquelle la 
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FIGURE 31-14 Les deux possibilités de croissance de la chaîne 
d'ABN !la erniceanre neut «ee faire (a) nar l'addition de nurléntides à 


l'extrémité 3” et (b) par l'addition de nucléotides à l'extrémité 5’. L'ARN 
noluméraers catalues La nremibre réaction 


radioactivité apportée par le [y-YPJGTP est incorporée dans 
l'ARN. Si l'élongation se fait dans le sens 5° — 3, le y-P en 5” 
reste marqué définitivement, et donc, le taux de radioactivité de la 
chaîne ne doit pas changer après remplacement du GTP marqué 
par du GTP non marqué. Par contre, si l'élongation se fait dans le 
sens 3’ — 5’ le y-P en 5’ est remplacé à l'addition de chaque nou- 
veau nucléotide de sorte qu'après remplacement du GTP marqué 
par du GTP non marqué, les chaînes naissantes d'ARN doivent 
perdre leur radioactivité, C’est la première hypothèse qui s'est avé- 
rée exacte. L'allongement de la chaîne se fait donc dans le sens 5 
— 3° (Fig. 31-I4a). Cette conclusion a été corroborée par l'ob- 
servation que l’antibiotique cordycépine, 
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un analogue de l’adénosine dépourvu de groupe 3'-OH, inhibe la 
synthèse d'ARN chez les bactéries. Son incorporation à l'extré- 


(a) 


FIGURE 31-15 Elongation de la chaine d'ARN par l'ARN polymé- 
rase, Dans la région en cours de transcription, la double hélice de 
l'ADN est déroulée sur un tour environ pour permettre au brin sens de 
l'ADN de former un court segment hybride de double hélice ADN- 
ARN, avec l'extrémité 3° de l'ARN. Au fur et à mesure que l'ARN 
polymérase progresse le long de la matrice d'ADN (ici vers la droite), 
l'ADN se déroule en avant de l'extrémité 3° de l'ARN en formation et 
se réenroule derrière elle, provoquant ainsi le détachement de l'ARN 
nouvellement synthétisé du brin matrice (anti-sens). (a) Une possibilité 
serait que l'ARN polymérase suive le brin matrice autour de la double 
hélice de l'ADN, ce qui provoquerait l'enroulement du transcrit autour 
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mité 3° de l'ARN, comme prévu pour une croissance dans le sens 
5’ — 3", empêche l'élongation ultérieure de la chaine d'ARN. La 
cordycépine n'aurait pas cet effet si la croissance de la chaîne se 
faisait en sens opposé car elle n'aurait pu s'incorporer à une 
extrémité 5’ d'ARN. 


a. La transcription entraîne la formation de supertours de 
l'ADN 

L'élongation de l'ARN implique que la matrice double brin de 
l'ADN s'ouvre là où a lieu la synthèse d'ARN afin que le brin anti- 
sens soit transcrit en brin d'ARN complémentaire. Ce faisant, la 
chaîne d'ARN ne forme un hybride double brin transitoire que sur 
une longueur restreinte, comme l'indique l'observation qu'après 
transcription on retrouve d'une part la matrice double brin intacte 
et d'autre part l'ARN simple brin. La «bulle » non appariée de 
l'ADN du complexe d'initiation ouvert se déplace apparemment le 
long de l'ADN avec l'ARN polymérase. Il y a deux possibilités 
pour ce faire (Fig. 31-15): 

1. Si l'ARN polymérase suit le brin matrice dans son trajet 
hélicoïdal autour de l'ADN, celui-ci ne formera pas beaucoup de 
supertours car l'ADN double brin ne devra se dérouler que d'un 
tour au maximum, Toutefois, l'ARN transcrit s'enroulera autour de 
l'ADN à chaque tour d'ADN double brin. Ce mécanisme paraît 
invraisemblable car on voit mal comment l'ADN et l'ARN pour- 
raient se démêler facilement. L'ARN ne pourrait se dérouler spon- 
tanément de l'ADN long et souvent circulaire en un temps raison- 
nable et on ne connaît aucune topoisomérase qui accélérerait ce 
processus. 
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de l'ADN une fois par tour de double hélice. (b) Une autre possibilité, 
plus probable, serait que l'ARN polymérase se déplace en ligne droite 
tandis que l'ADN tourne sur lui-même en dessous d'elle. Dans ce cas, 
l'ARN ne s'enroulerait pas autour de l'ADN mais l'ADN serait plus 
enroulé en amont de la bulle de transcription en mouvement et moins 
enroulé en aval (imaginez ce qui se passerait si vous placiez votre 
doigt entre les brins enroulés de l'ADN dans ce modèle et en le 
déplaçant vers la droite), Le modèle suppose que les extrémités de 
l'ADN et de l'ARN polymérase ne peuvent tourner sur elles-mêmes à 
cause de liaisons à l'intérieur de la cellule (traits noirs). [D'après Fut- 
cher, B., Trends Genet. 4, 271. 272 (1988).] 
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2. Si l'ARN polymérase se déplace en ligne droite alors que 
l'ADN tourne sur lui-même, l'ARN et l'ADN ne s'emméleront 
pas. Dans ce cas, les tours d'hélice de l'ADN sont poussés en avant 
de la bulle de transcription qui progresse, enroulant plus fortement 
l'ADN en avant de la bulle (ce qui crée des supertours positifs) 
alors que l'ADN derrière la bulle se déroule d'autant (ce qui crée 
des supertours négatifs, bien que le nombre d'enlacements de 
l'ADN reste inchangé). Ce modèle est conforté par le fait que la 
transcription de plasmides dans E. coli entraîne la formation de 
supertours positifs dans des mutants de la gyrase (qui ne peuvent 
éliminer leurs supertours positifs ; Section 29-3C) et de supertours 
négatifs dans les mutants de la topoisomérase I (qui ne peuvent éli- 
miner des supertours négatifs). Kazuhiko Kinosita a effectivement 
pu démontrer par microscopie de fluorescence que les molécules 
isolées d'ADN tournent dans le sens attendu au cours de la trans- 
cription. Il a utilisé pour cela des techniques analogues à celles 
permettant de montrer que l'ATPase-F,F, est un moteur rotatif; 
Section 22-3C). Il a accroché l'ARN polymérase à une surface en 
verre et lui a fait transcrire un ADN préalablement marqué par un 
fluorochrome à l'une de ses extrémités 


Pourtant, une superhélicité inappropriée de l'ADN en cours de 
transcription bloque sa transcription (Section 29-3C). Il est pos- 
sible que la tension de torsion dans l'ADN résultant de la présence 
de supertours négatifs derrière la bulle de transcription soit néces- 
saire pour aider le processus de transcription, alors que trop de ten- 
sion empêche l'ouverture et le maintien de la bulle de transcrip- 
tion. 


b. La transcription se fait rapidement et avec précision 

La vitesse de la transcription ên vivo est de 20 à 50 nucléotides 
incorporés par seconde à 37°C comme l'indique la vitesse à 
laquelle E. coli incorpore des nucléosides tritiés dans l'ARN (les 
cellules ne peuvent pas incorporer des nucléosides triphosphates à 
partir du milieu de culture). Une fois qu'une molécule d'ARN 
polymérase a initié la transcription et qu'elle s'éloigne du promo- 
teur, une autre molécule d'ARN polymérase peut se positionner à 
son tour, La synthèse d'ARN nécessaires en grandes quantités, les 
ARN ribosomiaux par exemple, est initiée aussi souvent que cela 
est stériquement possible, environ une fois par seconde 
(Fig. 31-16). 

L'ARN polymérase, au contraire de l'ADN polymérase, ne 
peut plus se refixer sur un polynucléotide qu'elle a quitté. C'est 
pourquoi la synthèse de l'ARN doit se faire en une fois, même 
dans le cas des gènes eucaryotiques les plus grands (ils font plus 
de 2000 kb). Pourtant, l'ARN polymérase n'a pas d'activité exo- 
nucléase pour corriger ses erreurs comme le font de nombreuses 
ADN polymérases. Cela explique que la fréquence d'erreurs 


observée dans la synthèse d'ARN, d'après les analyses de trans- 
crits de matrices simples comme poly[d(AT)] : poly[d(AT)}, soit 
d'une base erronée pour environ 10% bases transcrites, alors que 
par exemple, Pol 1 de E.coli incorpore une base incorrecte sur 107 
(Section 30-2A). Cette fréquence est tolérable compte tenu des 
points suivants : (1) la transcription est répétée pour la plupart des 
gènes, (2) le code génétique contient de nombreux synonymes 
(Tableau 5-3), (3) les substitutions d'acides aminés dans les pro- 
téines sont souvent sans incidence sur la fonction, et (4) de grandes 
parties de nombreux transcrits eucaryotes sont excisées lors de la 
maturation de l'ARNm (excision des introns ; Section 31-4A). 


©. Des agents intercalants inhibent aussi bien les ARN que 
les ADN polymérases 
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FIGURE 31-16 Micrographie électronique de trois gènes ribosomiaux 
adjacents d'ovocytes de la salamandre Pleurodeles waltl en cours de 
transcription, Les structures en « pointes de flèches » sont dues aux lon- 
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molécules d'ARN polymérase depuis le site d'initiation jusqu'au site de 
terminaison sur l'ADN. [Avec l'aimable autorisation d'Ulrich Scheer, 
Université de Würzburg, RFA.] 


FIGURE 31-17 La structure par rayons X de l'actinomycine D com- 
plexée à un ADN double brin de séquence auto complémentaire 
d(GAAGCTTC). Le complexe est représenté en modèle compact avec le 
squelette sucre-phosphate de l'ADN en jaune, ses bases en blanc ; l'acti- 
nomycine D est colorée selon ses atomes, C en vert, N en bleu et O en 
rouge. Les deux molécules d'ADN symétriques montrées sont disposées 
verticalement pour former une hélice pseudo-continue, L'ADN supérieur 
est vu par son petit sillon dans lequel les deux depsipeptides de son acti- 
nomycine D liée sont fortement encastrés. L'ADN inférieur (qui est 
tourné de 180° autour de l'axe de son hélice par rapport a l'ADN supé- 
rieur) est vu par son grand sillon, dans lequel le cycle phénoxazone de 
l'actinomycine D liée, qui s'est intercalé, s'y projette à partir du côté du 
petit sillon. [D'après une structure aux rayons X de Fusao Takusagawa, 
Université du Kansas. PDBid 172D.] 
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cus, se lie fortement à l'ADN double brin et, ce faisant, inhibe for- 
tement la transcription et la réplication de l'ADN, probablement 
en interférant avec le déplacement de l'ARN polymérase et de 
l'ADN polymérase, La structure par rayons X de l’actinomycine D 
complexée à de l'ADN double brin formé par deux brins de l'oc- 
tamère auto-complémentaire d(GAAGCTTC), montre que l'ADN 
prend une conformation de type B dans laquelle le système du 
cycle phenoxazone, comme cela a déjà été montré, s'intercale 
entre les paires de bases GC centrales de l'ADN (Fig. 31-17), En 
conséquence, la double hélice de l'ADN est déroulée de 23° au site 
d'intercalation et les paires de bases centrales GC sont séparées 
de 7 À. L'hélice de l'ADN est fortement déformée par rapport à la 
conformation de l'ADN-B, si bien que son petit sillon est large et 
peu profond, ressemblant ainsi à l'ADN-A. Les deux depsipep- 
tides cycliques de l’actinomycine D (qui présentent des liaisons 
peptidiques et des liaisons esters) chimiquement identiques mais 
qui prennent des conformations différentes, se projettent en sens 
contraire depuis le site d’intercalation le long du petit sillon de 
l'ADN. Le complexe est stabilisé par l'établissement de liaisons 
hydrogène entre les bases et le peptide, et entre le cycle phénoxa- 
sone et le squelette sucre-phosphate, ainsi que par des interactions 
hydrophobes, ce qui explique la liaison préférentielle de l'actino- 
mycine D à l'ADN, son cycle phénoxasone s'intercalant entre les 
paires de bases d'une séquence 5°-GC-3". On connaît beaucoup 
d'autres agents intercalants, parmi lesquels l'éthidium et la profla- 
vine (Sections 6-6C et 29-3A), qui inhibent également la synthèse 
des acides nucléiques, probablement par des mécanismes simi- 
laires. 


D. Terminaison de la chaîne 


Des micrographies électroniques comme celle de la Fig. 31-16, 
suggèrent que l'ADN présente des sites spécifiques où s'arrête la 
transcription. Les séquences de terminaison de la transcription de 
nombreux gènes de £. coli ont deux caractéristiques communes 
(Fig. 31-18a): 

1. Une série de 4 à 10 A -T consécutifs, les A étant sur le brin 
matrice. L'ARN transcrit se termine au niveau de cette séquence 
ou juste après. 

2. Une région riche en G + C ayant une séquence palindro- 
mique (symétrique d'ordre deux) juste avant la série de A°T. 
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FIGURE 31-18 Un site de terminaison hypothétique fort (efficace) de Æ, coli. La séquence des bases à Ge 
été déduite des séquences de plusieurs transcrits, (a) La séquence d'ADN avec son ARN correspondant, Les C 
séquences riches en A - T et en G : C sont représentées respectivement en bleu et en rouge, L'axe de symé- G 
trie d'ordre deux (symbole lenticulaire) relie les segments latéraux ombrés qui forment des séquences répé- 
tées inversées, (b) La structure en épingle à cheveux et la queue de poly(U) qui déclenchent l'arrêt de ta À 
transcription. [D’après Pribnow, D., dans Goldberger, R.F. (Éd.), Biological Regulation and Development, A 


Vol. 1, p. 253, Plenum Press (1979).] 
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Le transcrit d'ARN de cette région peut donc former une structure 
«en épingle à cheveux » auto-complémentaire qui se termine par 
plusieurs résidus U (Fig. 31-18b), 

La stabilité de l'épingle à cheveux terminale riche en G + C et 
l'appartement fragile de sa queue oligo{U) à la matrice d'ADN 
semblent être des facteurs importants pour que la terminaison de 
la chaine se fasse correctement. Effectivement, des études avec des 
modèles ont montré que l'oligo(dA : rU) forme une hélice hybride 
particulièrement instable bien que l'oligo(dA :dT) forme une 
hélice de stabilité normale. La formation de l'épingle à cheveux 
riche en G + C entraîne l'arrêt de quelques secondes de l'ARN 
polymérase au site de terminaison. Il s'ensuivrait un changement 
conformationnel de l'ARN polymérase, permettant au brin non 
codant de l'ADN de détacher du brin matrice, la queue oligo(U) 
faiblement liée, d'où l'arrêt de la transcription. Des mutations qui 
modifient les forces de ces associations réduisent, et souvent annu- 
lent, l'efficacité de la terminaison de la chaîne, résultats qui 
confortent l'explication précédente. La terminaison est également 
diminuée quand la transcription in vitro est faite en présence d'in- 
osine triphosphate (FTP) à la place de GTP. 


Inosine triphosphate (ITP) 


Les paires 1°C sont plus faibles que les paires G-C, car la base 
hypoxanthine de I, qui n'a pas de groupe aminé en C2 de G, ne 
peut former que deux liaisons hydrogène avec C, diminuant ainsi 
la stabilité de l’épingle à cheveux. 

Malgré ce qui vient d'être dit, des expériences réalisées par 
Michael Chamberlin, dans lesquelles des segments de terminaison 
très efficaces ont été échangés par les techniques de l'ADN recom- 
binant, montrent que l'épingle à cheveux terminale de l'ARN et la 
queue en 3° riche en U ne fonctionnent pas de façon indépendante 
de leurs régions adjacentes situées en amont et en aval. En fait, des 
sites de terminaison dépourvus du segment riche en U peuvent être 
très efficaces quand ils sont unis à la séquence appropriée située 
immédiatement en aval du site de terminaison. De plus, des muta- 
tions de la sous-unité b de l'ARN polymérase peuvent aussi bien 
augmenter que diminuer l'efficacité de la terminaison. Cela a 
conduit à un nouveau modèle de la terminaison dans lequel le 
transcrit ARN est lié de façon stable à l'ARN polymérase via des 
interactions avec deux sites de liaison à l'ARN spécifiques de 
l'ARN simple brin. La terminaison serait due à la formation d'une 
épingle à cheveux d'ARN stable qui diminue la fixation de l'ARN 
à l'un des sites de fixation à l'ARN. Dans ce dernier modèle, la 
terminaison peut se faire aussi bien sur des matrices simple brin 
aus Anubhle brin 


Pour faire la distinction entre ces deux modèles, Chamberlin a 
construit un système dans lequel la terminaison a lieu sur une 
matrice simple brin. Du fait que l'ARN polymérase ne peut initier 
la transcription que sur de l'ADN double brin, l'expérience a été 
réalisée en laissant l'ARN polymérase initier la transcription sur 
un ADNdb contenant un site d'initiation et un site de terminaison. 
La progression de l'ARN polymérase à partir du site d'initiation 
jusqu’à un site précis, situé en amont du terminateur, a été contrô- 
lée par l'ajout et la suppression de mélanges appropriés de NTP. À 
la suite de quoi, l'ajout d'exonucléase III (une exonucléase de 
polarité de digestion 3 — 5’ spécifique des doubles brins), permet 
de digérer les brins matrice et non matrice depuis leur extrémité 3° 
jusqu'à la position où l'ARN polymérase est bloquée. L'exonu- 
cléase a alors été retirée et des NTP ont été ajoutés, ainsi l'ARN 
polymérase a pu reprendre la transcription sur la matrice, à présent 
simple brin. Du fait que le terminateur se trouve à une certaine dis- 
tance de l'extrémité 5’ de la matrice, les transcrits se terminant nor- 
malement au site terminateur devraient être plus courts que des 
transcrits n'ayant pas subi la terminaison mais ayant simplement 
atteint le bout de la matrice. Le résultat de ces expériences, en se 
servant de trois terminateurs différents, a montré que la terminai- 
son est pratiquement aussi efficace sur des matrices simple brin 
que sur des matrices double brin. Il est clair que ni ke brin non 
matrice, ni la bulle de transcription, ne sont nécessaires pour la ter- 
minaison par l'ARN polymérase de E. coli, 


a. La terminaison nécessite souvent l’aide du facteur Rho 

Les séquences de terminaison ci-dessus entraînent la termi- 
naison spontanée de la transcription. Cependant, la moitié envi- 
ron des sites de terminaison ne présentent pas de similitudes évi- 
dentes avec les précédents et sont incapables de former des 
épingles à cheveux solides ; ils nécessitent la participation d'une 
protéine appelée facteur Rho pour terminer la transcription. 
C'est en constatant que des transcrits in vivo sont souvent plus 
courts que les transcrits in vitro correspondants, qu'on a supposé 
l'existence du facteur Rho. Le facteur Rho, un hexamère de sous- 
unités identiques de 419 résidus, augmente l'efficacité de la ter- 
minaison de transcrits qui se terminent spontanément ou non 
spontanément. 

Plusieurs observations clés ont conduit au modèle de la termi- 
naison Rho-dépendante : 

1. Le facteur Rho est une hélicase qui catalyse le déroule- 
ment des doubles hélices ARN-ADN et ARN-ARN. Ce proces- 
sus est entraîné par l'hydrolyse de nucléosides triphosphates 
(NTP) en nucléosides diphosphates + P,. sans beaucoup de pré- 
férence quant à la nature de la base. L'activité NTPase est indis- 
pensable pour la terminaison Rho-dépendante comme le 
démontre son inhibition in vitro quand on remplace les NTP par 
leurs analogues B,y-imido, 
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FIGURE 31-19 Structure par rayons X du facteur Rho complexé à 
l'ARN. (a) Le protomère Rho avec son domaine N-terminal en bleu clair, 
son domaine C-terminal en rouge et son domaine de jonction en jaune. La 
boucle P (en bleu), la boucle Q (en violer) et la boucle R (en vert) 
auraient un rôle dans la fixation de l'ARN et dans la translocation ainsi 
que dans la fixation des NTP. (b) L'hexamère de Rho, ses six sous-unités, 
dessinées avec des couleurs propres, forment un anneau hexagonal ouvert 
par une encoche, La sous-unité jaune est vue sous le même angle que 


substances qui sont des substrats de l'ARN polymérase, mais qui 
ne peuvent pas être hydrolysées par le facteur Rho. 

2. Des manipulations génétiques ont montré que la terminai- 
son Rho-dépendante nécessite la présence d'une séquence spéci- 
fique de reconnaissance sur l'ARN naissant en amont du site de 
terminaison. La séquence de reconnaissance doit se trouver sur 
l'ARN néosynthétisé plutôt que sur l'ADN comme le prouve le 
fait que Rho ne puisse pas terminer une transcription en présence 
d'ARNase A pancréatique, Les principales caractéristiques de ce 
site de terminaison ne sont pas encore bien élucidées: la 
construction de sites de terminaison synthétiques montre qu'il est 
constitué de 80 à 100 nucléotides sans structure secondaire 
stable, et qu'il contient de multiples régions riches en C et 
pauvres en G. 


Ces observations suggèrent que le facteur Rho s'attache à l'ARN 
naissant au niveau de sa séquence de reconnaissance puis qu'il se 
déplace le long de l'ARN dans le sens 5° — 3° jusqu'à ce qu'il 
rencontre une ARN polymérase arrêtée au site de terminaison 
(sans cet arrêt, Rho ne pourrait peut-être pas rattraper l'ARN poly- 
mérase). À ce stade, Rho déroule le duplex ARN-ADN qui forme 
la bulle de transcription, libérant ainsi l'ARN transcrit. Les trans- 
crits terminés par le facteur Rho ont des extrémités 3° qui varient 
d'un ordre de grandeur de 50 nucléotides. Cela suggère que, d'une 
certaine manière, Rho détache l'ARN de sa matrice d'ADN au lieu 
d'«appuyer sur un bouton » de départ de l'ARN. 

Chaque sous-unité de Rho comporte deux domaines que l'on 
peut séparer par protéolyse. Son domaine N-terminal se lie aux 
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dans la partie a. (c) Surface accessible aux solvants de l'hexamère de Rho. 
vu du dessus par rapport à la partie b. Les sites primaires de liaison à 
l'ARN. qui se trouvent dans le domaine N-terminal, sont en bleu clair et 
les domaines secondaires de liaison à l'ARN, qui se trouvent dans le 
domaine C-terminal, sont en violet. L'ARN, représenté en modèle éclaté, 
est fixé aux sites de linison primaire. Il n'est que partiellement visible 
dans la structure par rayons X. [Avec l'aimable autorisation de James Ber- 
ger. Université de Californie, Berkeley. PDBid 1PVO.] 


polynucléotides simple brin et son domaine C-terminal, qui est 
l'homologue des sous-unités œ& et B de l'ATPase-F, (Sec- 
tion 22-3C), fixe un NTP,. La structure par rayons X de Rho com- 
plexé avec l'ADPNP et un ARN de 8 nt (UC),, a été déterminée 
par James Berger. Elle montre que le domaine N-terminal com- 
porte un fagot de 3 hélices surmontant un tonneau de 5 brins f 
parallèles pris en sandwich entre plusieurs hélices (Fig. 31-19). 
Rho forme l'hexamère auquel on s'attendait, mais contrairement à 
la forme en anneau de l'ATPase-F,, il a une forme d'hélice en 
boucle ouverte de 120 À de diamètre avec un trou central de 30 À 
de diamètre et dont la première et la sixième sous-unité sont sépa- 
rées par un espace de 12 À et sont décalées d'une hauteur de 45 À 
le long de l'axe de l'hélice (Fig. 31-19b). L'ARN, qui n'est que 
partiellement visible dans la structure, se fixe sur ce qu'on appelle 
les sites de liaison primaire à l'ARN situés sur les domaines N-ter- 
minaux, sur la face intérieure de l'hélice, où se trouvent aussi les 
sites de liaison à l'ARN des domaines C-terminaux que l'on 
appelle sites secondaires et auxquels on a attribué un rôle dans la 
translocation et le déroulement de l'ARNm (Fig. 31-19c). Du fait 
que les images de microscopie électronique montrent aussi bien 
des anneaux hexamériques fermés que des anneaux avec une 
encoche, il est probable que la structure par rayons X représente 
l'état ouvert, prêt à se lier à l'ARNm qui est entré dans sa cavité 
centrale par l'encoche. On pense que la fixation de l'ARNm pro- 
voque la fermeture de l'anneau. Les cycles d'hydrolyse d'ATP qui 
s'ensuivent, avec les changements de conformation qui les accom- 
pagnent, doivent propulser Rho le long de l'ARNm dans la direc- 
tion 5’ — 3, 
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E. Les ARN polymérases d’eucaryotes 


Les noyaux des eucaryotes contiennent trois types d'ARN polymé- 
rases, découvertes par Robert Roeder et William Rutter, qui syn- 
thétisent différents types d'ARN : 


1. L'ARN polymérase 1 (RNAP I aussi appelée Pol I et 
RNAP A), localisée dans les nucléoles (corps granulaires denses 
du noyau qui contiennent les gènes ribosomiaux ; Section 31-4B), 
synthétise les précurseurs de la plupart des ARN ribosomiaux 
(ARNr). 

2. L'ARN polymérase II (RNAP IT aussi appelée Pol II et 
RNAP B), que l'on trouve dans le nucléoplasme, synthétise les 
précurseurs des ARNm. 

3. L'ARN polymérase III (RNAP EI aussi appelée Pol III et 
RNAP C), qui se trouve aussi dans le nucléoplasme, synthétise les 
précurseurs de l'ARN ribosomial 5$, les ARNt et différents autres 
petits ARN nucléaires et cytosoliques. 


Les ARN polymérases nucléaires sont caractérisées par des com- 
positions en sous-unités d'une complexité bien plus grande que 
celles des procaryotes. Ces enzymes ont des masses moléculaires 
allant jusqu'à 600 KD, et comme l'indique le Tableau 31-2, cha- 
cune contient deux « grandes » (> 120 kD) sous-unités différentes 
responsables de -65 % de sa masse et homologues des sous-unités 
RNAP B et B’ des procaryotes. Elles comportent en outre jusqu'à 
12 petites (<50 KkD) sous-unités, dont deux qui sont homologues 
de la protéine procaryotique RNAP «, et une qui est homologue 
de la protéine procaryotique RNAP 6. Parmi ces petites sous-uni- 


tés, cinq sont identiques au sein des trois RNAP eucaryotiques, et 
deux autres (les homologues des RNAP a) sont identiques dans 
RNAP I et RNAP IL Deux des sous-unités de RNAP IT, Rbp4 et 
Rbp7, ne sont pas indispensables pour l’activité et ne sont effecti- 
vement pas présentes dans RNAP IT en quantités stoechiomé- 
triques. (Curieusement, Rbp7 a un segment de 102 résidus qui a 
une identité de 30 % avec une partie de o70, le facteur © le plus 
abondant chez E. coli). 10 des 12 sous-unités de RNAP II sont 
donc, soit identiques, soit très similaires à des sous-unités de 
RNAP I et RNAP II (Tableau 31-2). De plus, les séquences de ces 
sous-unités sont très conservées (identiques à -50 %) chez diffé- 
rentes espèces de la levure jusqu'à l’homme (et à moindre titre 
entre les eucaryotes et les bactéries). En effet, sur dix cas qui ont 
été testés, on a chaque fois pu remplacer une sous-unité de 
RNAP IT humaine par sa contrepartie chez la levure, sans perte de 
viabilité cellulaire. 

Rpbl, l’homologue de B’ dans RNAP II, possède un domaine 
C-terminal (CTD) très particulier. Chez les mammifères, il 
contient 52 répétitions bien conservées de l'heptade PTSPSYS (26 
répétitions chez la levure et des valeurs intermédiaires chez les 
autres eucaryotes). Cinq des sept résidus de ces répétitions parti- 
culièrement hydrophiles portent des groupements hydroxyl et au 
moins 50 d'entre eux, principalement ceux portés par les résidus 
Ser font l'objet d’une phosphorylation réversible par les CTD 
kinases et les CTD phosphatases. La RNAP IT n'initie la trans- 
cription que lorsque son domaine CTD n'est pas phosphorylé mais 
ne commence l'élongation que lorsque son domaine CTD a été 
phosphorylé, ce qui suggère que ce processus entraîne la conver- 


TABLEAU 31-2. Sous-unités des ARN polymérase* 


S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae E. coli 

RNAP 1 RNAP I] RNAP HI Cœur de la RNAP 

(14 sous-unités) (12 sous-unités) (15 sous-unités) (5 sous-unités) Classe” 
Rpal (A190) Rbpl (B220) Rpel (C160) 8 Cœur 
Rpa2 (A135) Rbp2 (B150) Rpe2 (C128) B Cœur 
Rpes (AC40) Rpb3 (B44.5) Rpes (AC40) a Cœur 
Rpc9 (AC 19) Rpb11 (B13.6) Rpc9 (AC 19) a Cœur 
Rbp6 (ABC23) Rbp6 (ABC23) Rpb6 (ABC23) w Cœur /commune 
Rpb5 (ABC27) RpbS (ABC27) Rpb5$ (ABC27) Commune 
Rpb8 (ABC 14.4) Rpb8 (ABC14,4)  Rpb8 (ABC14.4) Commune 
Rbpl0 (ABC10B)  RpblO (ABC108)  Rpb10 (ABCI0B) Commune 
Rbp12 (ABC IG) Rpb12 (ABCI0a) Rpb12 (ABC10a) Commune 
Rpa9 (A12.2) Rpb9 (B12.6) Rpe12 (C11) 

Rpaë (A 14) Rpb4 (B32) — 

Rpa4 (A43)° Rpb7 (B16) Rpel1 (C25) 

+2 autres® +4 autres“ 


“Les sous-unités homologes sont sur une même ligne. Dans la dénomination alternative des sous-unités (entre paren- 
thèses) les lettres indiquent la RNAP dont chaque sous-unité fait partie (A, B, et C pour les RNAP 1, Il et HE) et le 
numéro indique sa masse moléculaire approximative en kD. 

Cœur : désigne les séquneces partiellement homologues dans toutes les RNAP: commune : indique qu'on les trouve 
dans toutes les RNAP cucaryotiques. 

“Homologues potentiels de Rbp4 et Rbp7. 

“Rpa3 (A49) et RpaS (A34,5 } dans RNAP I et Rpc3 (C74), Rpc4 (CS3), Rpcé (C34) et Rpc8 (C31) dans RNAP [IL 
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sion du complexe d'initiation de la RNAP IT en son complexe 
d'élongation. Des répulsions entre les charges des groupements 
phosphates proches doivent permettre la projection du domaine 
CTD fortement phosphorylé à une distance allant jusqu'à 500 À 
de la partie globulaire de RNAP II. Nous verrons qu'en fait le 
domaine CTD phosphorylé possède des sites de liaison pour de 
nombreux facteurs auxiliaires ayant des rôles essentiels dans le 
processus de la transcription. 

Au contraire des holoenzymes des ARN polymérases proca- 
ryotiques, quelque peu plus petites, les ARN polymérases euca- 
ryotiques ne peuvent pas se fixer de façon indépendante à leur 
cible dans l'ADN. Au contraire, comme nous le verrons dans la 
Section 34-3B, elles sont recrutées sur leur promoteur cible par 
l'intermédiaire de complexes de facteurs de transcription et de pro- 
téines accessoires qui, dans le cas des gènes transcrits par 
RNAP II, sont aussi gros et compliqués que l'ensemble de 
RNAP II qui fait figure de nain à coté. 

En plus de ces enzymes nucléaires, dont il vient d'être ques- 
tion, les cellules contiennent des ARN polymérases 
mitochondriales et (dans les plantes) chloroplastiques. Ces petites 
(--100 kD) ARN polymérases à une seule sous-unité, qui ressem- 
blent à celles codées par certains bactériophages, sont beaucoup 
plus simples que les ARN polymérases nucléaires, bien qu’elles 
catalysent la même réaction. 


FIGURE 31-20 Structure par rayons X de la RNAP II de levure 
dépourvue de ses sous-unités Rpb4 et Rpb7. (a) L'enzyme est orientée 
de la même façon que la RNAP Tag dans la Fig. 31-11, et ses sous-unités 
sont colorées comme l'indique le schéma ci-dessus, les sous-unités 

de celles de la RNAP Tag ont gardé les mêmes couleurs. 
L'ion Mg”* fortement lié (Mg** physiologique), marqueur du site actif, 
est représenté par une sphère rouge alors que les 8 ions Mg? de l’en- 
zvme sont représentés par des sphères de couleur orange. Le domaine 
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a. La structure par rayons X de RNAP II de levure 
montre un complexe de transcription 

Par un véritable tour de force, Roger Kornberg a déterminé la 
structure par rayons X de RNAP II de levure (S. cerevisiae) 
dépourvue de ses deux sous-unités Rpb4 et Rpb7 (Fig. 31-20). 
Cette enzyme, comme on pouvait s’y attendre, ressemble à l'ARN 
polymérase Tag (Fig. 31-1), par sa forme générale en pince de 
crabe et par les positions et les repliements du cœur de leurs sous- 
unités homologues, bien que RNAP I] soit plus grande et ait plu- 
sieurs sous-unités sans contrepartie dans l'ARN polymérase Tag. 
RNAP II fixe deux ions Mg?* à son site actif (bien qu'un des deux 
semble faiblement fixé et ne soit de ce fait que faiblement visible 
dans la structure par rayons X ; il est possible qu'il accompagne 
l'ATP entrant au site), à proximité de cinq résidus acides observés. 
Cela suggère que les ARN polymérases catalysent l’élongation de 
l'ARN via un mécanisme à deux ions métalliques similaire à celui 
employé par les ADN polymérases (Section 30-2A). Comme dans 
le cas de l'ARN polymérase Tag, la surface de RNAPII est presque 
entièrement négativement chargée, à l'exception de la fente de 
fixation de l'ADN et de la région autour du site actif, qui sont posi- 
tivement chargées. 

Bien que, comme nous l'avons déjà dit, RNAP II n'initie nor- 
malement pas la transcription par elle-même, Kornberg a décou- 
vert qu'elle peut le faire sur un ADNdb dont l'un des cotés com- 
porte une queue simple brin terminée par une extrémité 3’. Par 


(b) 


C-terminal de Rpb1 (CTD) n'est pas visible à cause du désordre. Dans le 
schéma ci-dessus, les surfaces des différents ovales numérotés sont pro- 
portionnelles à la taille des sous-unités correspondantes et la largeur de 
chaque trait gris reliant une paire de sous-unités est proportionnelle à la 
surface de leur interface. (b) Enzyme de la partie a vue par la droite, on 
voit sa fente de liaison à l'ADN. Le cercle noir a approximativement le 
diamètre de l'ADN-B. [D'après une structure par rayons X de Roger 
Komberse. PDBid 1150.1 
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expériences montrant que l’&-amanitine n'a pas d'influence sur 
l'affinité de RNAP IT pour les NTP. Le plus vraisemblable est que 
l'œ-amanitine gène le changement conformationnel de l'hélice du 
pont sensée être à la base de l'étape de translocation de l'ARN 
polymérase (Fig. 31-22), cela renforce d’ailleurs la vraisemblance 
de ce mécanisme. 

Malgré la très forte toxicité des amatoxines (5 à 6 mg, qui sont 
contenus dans -40 g de champignons frais, sont suffisants pour 
tuer un homme adulte), elles agissent lentement. La mort due 
généralement à un dysfonctionnement du foie, ne survient que plu- 
sieurs jours après l’ingestion des champignons (et après guérison 
des effets des autres toxines du champignon). Cela traduit, en par- 
tie, la faible vitesse de turnover des ARNm et des protéines chez 
les eucaryotes. 


c. L'ARN polymérase 1 de mammifères a un promoteur en 

deux parties 

Puisque, comme nous le verrons dans la Section 31-4B, les 
nombreux gènes d'ARNr d'une cellule d'eucaryote donnée ont des 
séquences essentiellement identiques, son ARN polymérase I ne 
reconnaît qu’un seul promoteur. Cependant, contrairement aux 
ARN polymérases II et II, les ARN polymérases 1 sont spécifiques 
de l'espèce, ce qui veut dire qu'une ARN polymérase [ ne recon- 
naît que son propre promoteur et ceux d'espèces voisines. Ceci, 
parce que seules des espèces très voisines présentent des identités 
de séquences reconnaissables à proximité des sites d'amorçage 
transcriptionnels de leurs gènes d'ARNr. Les promoteurs des ARN 
polymérases I ont donc pu être identifiés en étudiant les effets 
d’une série de délétions de plus en plus grandes, se rapprochant du 
site d'amorçage depuis le côté amont ou le côté aval, sur la vitesse 
de transcription des gènes d'ARNr. Ces études ont montré, par 
exemple, que les ARN polymérases I de mammifères nécessitent 
la présence d'un élément promoteur central, qui s'étend entre les 
positions —31 et +6 et qui chevauche donc la région transcrite. 
Cependant, pour que la transcription soit efficace, il faut un élé- 
ment promoteur amont, situé entre les résidus 187 et —-107. Ces 
éléments qui sont riches en G + C et identiques à 85 % fixent des 
facteurs de transcription spécifiques, qui recrutent ensuite l'ARN 
polymérase 1 sur le site d'initiation de la transcription. 


d. Les promoteurs de l'ARN polymérase II sont complexes 
et variés 
Les promoteurs reconnus par l'ARN polymérase Il sont beau- 
coup plus longs et plus variés que ceux des gènes des procaryotes 
mais n’ont pas encore été totalement décrits. Les gènes de struc- 
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ture exprimés dans tous les tissus, ce qu’on appelle les « gènes 
d'entretien», dont on pense qu'ils sont transcrits de manière 
constitutive, présentent une ou plusieurs copies de la séquence 
GGGCGG ou son complément (la boîte GC) située(s) en amont de 
leurs sites d’amorçage de la transcription. L'analyse des consé- 
quences de délétions ou de mutations ponctuelles dans des virus 
d'eucaryotes comme SV40 montre que les boîtes GC jouent un 
rôle identique à celui des promoteurs de procaryotes. D'un autre 
côté, des gènes de structure qui ne sont exprimés spécifiquement 
que dans certains types de cellules, sont souvent dépourvus de ces 
séquences riches en GC. Par contre, ils présentent souvent une 
séquence conservée riche en AT située 25 à 30 pb en amont de 
leurs sites d'amorçage de la transcription (Fig. 31-23). Notez, que 
cette boîte TATA, comme on l'appelle, ressemble à la région —-10 
des promoteurs de procaryotes (TATAAT) même si leurs localisa- 
tions par rapport au site d'initiation de la transcription sont diffé- 
rentes (-27 au lieu de 10). Cependant, les rôles de ces deux élé- 
ments promoteurs ne sont pas exactement les mêmes, car la 
délétion de la boîte TATA n’entraîne pas obligatoirement l'absence 
de transcription. Des délétions ou des mutations dans la boîte 
TATA entraînent plutôt une hétérogénéité du site d’amorçage de ta 
transcription, ce qui signifie que la boîte TATA participe au choix 
de ce site. 

La région du gène allant de -50 à -110 contient aussi des élé- 
ments promoteurs. Par exemple, de nombreux gènes de structure 
d'eucaryotes, y compris ceux qui codent les différentes globines, 
ont des séquences conservées, de consensus CCAAT (la boîte 
CCAAT), situées environ entre -70 et --90, et dont la modification 
diminue fortement la vitesse de transcription du gène. Les gènes 
de globine ont, en plus, une boîte CACCC conservée en amont de 
la boîte CCAAT, qui est également impliquée dans l'initiation de 
la transcription. Manifestement, les séquences promotrices en 
amont de la boîte TATA constituent les sites de liaison initiaux sur 
l'ADN, de l'ARN polymérase II et des autres protéines impliquées 
dans l’amorçage de la transcription (voir ci-dessous). 


e. Les amplificateurs sont des activateurs de la 
transcription ayant des localisations et des orientations 
variables 
Le point sans doute le plus surprenant des éléments de contrôle 

de la transcription chez les eucaryotes est que certains de ces élé- 

ments n'ont pas besoin de localisations ni d'orientations précises 
par rapport aux séquences transcrites correspondantes. Par 
exemple, le génome de SV40, dans lequel de tels éléments ont été 
découverts pour la première fois, présente deux séquences répétées 


CCCCAGGGCTCAGCCAGTGTCTGT CA 


FIGURE 31-23 Les séquences promotrices de 
quelques gènes structuraux d'eucaryotes. Le 
segment homologue, ou boîte TATA, est ombré 
en rouge avec la base en position -27 soulignée. 
Le premier nucléotide transcrit (+1) est ombré en 
vert, La ligne inférieure donne La séquence 
consensus de plusieurs de ces promoteurs, les 
indices indiquant le pourcentage de participation 
de la base correspondante [D'après Gannon, F. et 
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de 72 pb chacune, situées en amont du promoteur de gènes d'ex- 
pression précoce. La transcription n'est pas affectée si l’une de ces 
deux séquences est délétée, mais elle est pratiquement abolie si les 
deux sont absentes, L'étude d'une série de mutants SV40, ne conte- 
nant que l'une de ces deux séquences, a montré que sa capacité à 
stimuler la transcription depuis son promoteur correspondant est 
indépendante de sa position et de son orientation. De fait, la trans- 
cription n’est pas diminuée quand ce segment se trouve à plusieurs 
milliers de paires de bases en amont ou en aval du site d'amorçage 
de la transcription. Les segments de gène pourvus de telles proprié- 
tés sont appelés amplificateurs (enhancers en anglais) pour signi- 
fier qu'ils sont différents des promoteurs avec lesquels ils doivent 
être associés, pour déclencher l'initiation de la transcription spéci- 
fique d’un site et d’un des brins (bien que l'étude de nombreux pro- 
moteurs et amplificateurs montre que leurs propriétés fonction- 
nelles sont semblables). Les amplificateurs se trouvent aussi bien 
dans les gènes viraux que dans les gènes cellulaires. 

Les amplificateurs sont nécessaires pour que les activités de 
leurs promoteurs soient totales. On a tout d'abord pensé que les 
amplificateurs constituent des sortes de points d'entrée sur l'ADN, 
pour l'ARN polymérase II (peut-être grâce à une modification 
locale de la conformation de l'ADN, ou par une absence d'affinité 
de liaison pour les histones qui recouvrent normalement l'ADN 
des eucaryotes ; Section 34-1A). Mais il est clair maintenant que 
les amplificateurs sont reconnus par des facteurs de transcription 


FIGURE 31-24 Micrographie électronique et dessin interprétatif 
montrant la transcription et la traduction simultanées d’un gène de 
E. coli. Les molécules d'ARN polymérase sont en train de transcrire 
l'ADN de la droite vers la gauche tandis que les ribosomes traduisent les 
ARN naissants (pour la plupart de bas en haut). [Avec l'aimable autorisa- 
tion de Oscar L. Miller, Jr. et Barbara Hamkalo, Université de Virginie.] 


spécifiques, qui stimulent la fixation de l'ARN polymérase IT à un 
promoteur correspondant, même si celui-ci est éloigné. Cela 
nécessite que l'ADN, entre l'amplificateur et le promoteur, fasse 
une boucle qui permette au facteur de transcription d'être simulta- 
nément au contact de l’amplificateur et de l'ARN polymérase II, 
et/ou des protéines qui lui sont associées sur le promoteur. La plu- 
part des amplificateurs cellulaires sont associés à des gènes expri- 
més de façon sélective dans des tissus particuliers. Il semble donc, 
comme nous l'étudierons dans la Section 34-3B, que es amplifi- 
cateurs contrôlent pour l'essentiel l'expression sélective des gènes 
chez les eucaryotes. 


f. Les promoteurs de l'ARN polymérase III peuvent être 
situés en aval de leurs sites d’amorçage de la 
transcription 
Les promoteurs des gènes transcrits par l'ARN polymérase HI 

peuvent être entièrement situés à [intérieur des régions transcrites 

du gène. Donald Brown l'a montré en construisant une série de 
mutants par délétion du gène de l'ARN 5S de Xenopus borealis. 

Des délétions de séquences de bases dont le début se situe à l’ex- 

térieur de l’une ou l'autre des extrémités de la région transcrite du 

gène de l'ARN 5S n'empêchent la transcription que si elles se pro- 

longent à l’intérieur du segment entre les nucléotides +40 et + 80. 

En fait, un segment du gène de l'ARN 5S constitué des nucléo- 

tides 41 à 87, quand il est cloné dans un plasmide bactérien, est 

suffisant pour diriger l'initiation spécifique par l'ARN polymé- 
rase III sur un site en amont. Ceci est dû, comme on l'a démontré 
par la suite, à ce que la séquence contient le site de liaison de fac- 
teurs de transcription qui stimulent la liaison en amont, de l'ARN 
polymérase 111. Cependant, d’autres travaux ont montré que les 

promoteurs d'autres gènes transcrits par l'ARN polymérase III 

peuvent se trouver totalement en amont de leurs sites d'amorçage. 

Ces sites situés en amont fixent de même des facteurs de trans- 

cription qui recrutent l'ARN polymérase III. 


3 B CONTRÔLE DE LA TRANSCRIPTION 
CHEZ LES EUCARYOTES 


Les procaryotes réagissent à des variations soudaines de leur 
environnement, comme l'arrivée de nouveaux nutriments, en 
induisant la synthèse des protéines appropriées. Ce processus ne 
prend que quelques minutes car, chez les procaryotes, la trans- 
cription et la traduction sont étroitement couplées : les ribosomes 
commencent la traduction près de l'extrémité 5° d'un ARNm 
naissant, peu après qu'il émerge de l'ARN polymérase (Fig. 21- 
24). De plus, la majorité des ARNm de procaryotes sont dégra- 
dés enzymatiquement entre 1 et 3 minutes après leur synthèse, 
évitant ainsi le gaspillage dû à la synthèse de protéines inutiles 
du fait d'un changement de conditions (la dégradation des pro- 
téines est étudiée dans la Section 32-6). En fait, les extrémités 
5’ de certains ARNm sont dégradées avant même que leurs extré- 
mités 3” n’aient été synthétisées. 

Par contre, l'induction de la synthèse de nouvelles protéines 
dans les cellules des eucaryotes demande fréquemment des heures 
ou des jours, en raison, du moins en partie, de ce que la transcrip- 
tion a lieu dans le noyau et que les ARNm résultants doivent être 
transportés dans le cytoplasme où se déroule la traduction. Cepen- 
dant, les cellules eucaryotiques, en particulier celles des orga- 
nismes pluricellulaires. ont des environnements relativement 
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stables ; des modifications importantes de leurs schémas transcrip- 
tionnels n'interviennent que durant la différenciation cellulaire. 

Dans cette section, nous étudierons quelques-uns des méca- 
nismes mis en jeu pour réguler l'expression des gènes chez les 
procaryotes, par | intermédiaire du contrôle de la transcription. Les 
eucaryotes étant des organismes beaucoup plus complexes que les 
procaryotes, ils ont un système de contrôle transcriptionnel corré- 
lativement plus sophistiqué, dont les grandes lignes commencent à 
se clarifier. Nous reportons par conséquent l'élude du contrôle de 
la transcription chez les eucaryotes à la Section 34-3B, pour pou- 
voir l’aborder à la lumière de ce que nous savons à propos de l'or- 
ganisation du chromosome des eucaryotes. 


A. Les promoteurs 


En présence de fortes concentrations d'inducteur, l'opéron fac est 
transcrit rapidement. Par contre, le gène lac est transcrit à une 
vitesse si lente qu'une cellule de E. coli classique contient moins 
de 10 molécules du répresseur lac, Pourtant, le gène / n'a pas de 
répresseur. Par contre, il a un promoteur si peu efficace (Fig. 31- 
10) qu'il est transcrit en moyenne une fois par génération de bac- 
térie. Les gènes qui sont transcrits à grande vitesse ont des pro- 
moteurs efficaces. En général, plus le promoteur est efficace, plus 
sa séquence ressemble à la séquence consensus correspondante. 


a. L'expression des gènes peut être contrôlée par une 
succession de facteurs & 

Les processus de développement et de différenciation impli- 
quent l'expression ordonnée dans le temps de séries de gènes, 
selon des programmes spécifiés génétiquement. Les infections par 
des phages sont parmi les exemples les plus simples de processus 
de développement. Classiquement, seul un sous-ensemble du 
génome du phage, souvent appelé gènes précoces, est exprimé 
dans l'hôte immédiatement après l'infection, Quelque temps après, 
les gènes intermédiaires commencent à s'exprimer tandis que les 
gènes précoces et les gènes bactériens sont «éteints ». Dans les 
dernières étapes de l'infection par le phage, les gènes inrermé- 
diaires cèdent la place aux gènes rardifs. Bien entendu, certains 
phages expriment plus de trois sortes de gènes et certains gènes 
peuvent être exprimés durant plus qu'une seule phase. 

Un des moyens permettant à des familles de gènes de s'expri- 
mer successivement, fait intervenir des «cascades » de facteurs 
G», Par exemple, dans l'infection de Bacillus subrilis par le bac- 
tériophage SPOI, les promoteurs des gènes précoces sont reconnus 
par l'holoenzyme de l'ARN polymérase bactérienne. Parmi ces 
gènes précoces se trouve le gène 28, dont le produit est une nou- 
velle sous-unité &, appelée G%?, qui détache la sous-unité G bac- 
térienne du cœur de l'enzyme. Cette holoenzyme reconstituée ne 
reconnaît que les promoteurs des gènes intermédiaires du phage, 
qui ont tous des régions -35 et -10 semblables entre elles, mais 
ayant peu de ressemblance avec les régions correspondantes des 
gènes bactériens et celles des gènes précoces du phage. Les gènes 
précoces deviennent alors inactifs une fois que les ARNm qui leur 
correspondent ont été dégradés. Dans les gènes intermédiaires du 
phage se trouvent les gènes 33 et 34, qui codent ensemble un nou- 
veau facteur &, & #%Ÿ%, qui, à son tour, ne permet que la trans- 
cription des gènes tardifs du phage. 

Plusieurs bactéries, dont E. coli et B. subrilis, ont pareille- 
ment plusieurs facteurs G différents. Ceux-ci ne sont pas néces- 


sairement utilisés de manière séquentielle. Par contre, ceux qui 
diffèrent du facteur & majeur, ou primaire (6° chez E. coli), 
contrôlent la transcription de groupes de gènes spécialisés qui 
s'expriment de façon coordonnée, et dont les promoteurs sont 
très différents de ceux reconnus par le facteur & majeur. Par 
exemple, la sporulation de B. subtilis est un processus de divi- 
sion asymétrique dans lequel le contenu de la cellule bactérienne 
est reparti en deux compartiments asymétriques, la préspore (qui 
deviendra la spore, la cellule de la lignée germinale d'où sera 
issue la descendance) et la cellule mère (qui synthétise la paroi 
cellulaire protectrice de la spore avant d'être éliminée). La spo- 
rulation est régie par cinq facteurs & en plus de celui de la cel- 
lule végétative (non sporulante); l'un est actif avant la sépara- 
tion de la cellule, deux autres sont actifs l'un après l'autre dans 
la préspore, et les deux derniers sont actifs l’un après l'autre 
dans la cellule mère, Une régulation croisée de ces facteurs © 
compartimentés permet à la préspore et à la cellule mère de 
coordonner étroitement ce processus de différenciation. 


B. Le répresseur lac, I : liaison à l'ADN 


En 1966, Beno Müller-Hill et Waller Gilbert isolèrent le répresseur 
lac en utilisant sa propriété de se lier au *C-IPTG et démontrèrent 
sa nature protéique. Il s'agissait d’un travail extrêmement délicat 
dans la mesure où le répresseur fac ne représente que -0,002 % des 
protéines de £. coli de type sauvage. Toutefois, on peut maintenant 
préparer le répresseur lac en grande quantité grâce aux techniques 
de clonage moléculaire (Section 5-5G). 


a. Le répresseur lac trouve son opérateur en glissant le 

long de l'ADN 

Le répresseur lac est un tétramère de sous-unités identiques de 
360 résidus, dont chacune peut fixer une molécule d'IPTG avec 
une constante de dissociation À = 10 *M. En l'absence d'induc- 
teur, le répresseur tétramérique se lie de façon non spécifique a 
l'ADN double brin avec une constante de dissociation X 
- 10 M. Cependant, il se lie spécifiquement à l'opérateur lac avec 
une affinité très supérieure : À — 10"!M. La protéolyse ménagée 
du répresseur lac, par de la trypsine, a montré que chaque sous- 
unité est formée de deux domaines fonctionnels : son peptide N- 
terminal de 58 résidus, qui se lie à l'ADN mais pas à l'IPTG, et le 
«tétramère central » restant, qui ne se lie qu'à l'IPTG. 

La constante de vitesse mesurée de la liaison du répresseur {ac 
à l'opérateur lac est k, - 10 M1 s"!, Cette valeur de «4 on » est 
très supérieure à celle calculée pour le processus de diffusion 
contrôlée en solution : k,= 107M°' s°! pour des molécules de la 
taille du répresseur lac. Comme il est impossible qu'une réaction 
se fasse à une vitesse plus rapide que sa vitesse de diffusion 
contrôlée, le répresseur lac ne doit pas rencontrer l'opérateur selon 
une recherche au hasard dans trois dimensions. Il semble plutôt 
que le répresseur lac trouve l'opérateur en se liant de façon non 
spécifique à l'ADN puis en diffusant le long de celui-ci selon un 
processus de recherche beaucoup plus efficace, à une seule dimen- 
sion, 


b. L'opérateur lac a une séquence presque palindromique 
La disponibilité de grandes quantités de répresseur lac a per- 
mis de caractériser l'opérateur lac. L'ADN de E. coli a été soniqué 


(traité aux ultra-cenne) en natite fraomente oui nnt êté mélancée au 
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FIGURE 31-27 La cinétique de la synthèse de l'ARNm de l’opéron 
lac, après induction par l'IPTG, et la cinétique de sa dégradation, 
après addition de glucose. Les bactéries £. coli sont cultivées dans un 
milieu contenant du glycérol comme seule source de carbone et de l'uri- 
dine tritiée. L'IPTG est ajouté au milieu de culture au début de l'expé- 
nence pour induire la synthèse des enzymes lac. Après trois minutes, du 
glucose est ajouté pour bloquer la synthèse, La quantité d'ARN lac tritié 
est déterminée par hybridation avec de l'ADN contenant les gènes lacZ 
et lacY. (D'après Adesnik, M. et Levinthal, C. Cofd Spring Harbor Symp. 
Quant. Biol. 35, 457 (1970).] 


concentrations. Ce phénomène, appelé répression catabolique, 
évite le gaspillage dû à la duplication de systèmes enzymatiques 
producteurs d'énergie. 


a. L'AMPc signale l’absence de glucose 

Le premier indice concernant le mécanisme de la répression 
catabolique a été la constatation que lorsque E. coli est en présence 
de glucose, la concentration en AMP, qui joue le rôle de second 
messager dans les cellules animales (Section 18-3E), est fortement 
diminuée. On constata ensuite que l'addition d'AMPc à des cul- 
tures de E. coli empêchait la répression catabolique par le glucose. 
Rappelez-vous que, dans E. coli, l'adénylate cyclase est activée par 
l'enzyme phosphorylée EIIA®* (ou au contraire inactivée par la 
forme déphosphorylée de EITA#*), qui est déphosphorylée après 
passage du glucose à travers la membrane cellulaire (Section 20- 
3D). Normalement, donc, la présence de glucose abaisse la 
concentration en AMPc dans E. coli. 


b. Le complexe CAP-AMPc stimule la transcription des 
opérons réprimés par un catabolite 
Certains mutants de E. coli, pour lesquels l'absence de glucose 
n'empêche pas la répression par un catabolite, sont dépourvus 
d'une protéine de liaison à l'AMPc appelée soit protéine activa- 
trice de gènes du catabolisme (CAP, pour « catabolite gene acti- 
votnr nertaîin -\ enûit nmntéine ménenteine A’'ARD, (CDD) our 


cAMP receptor protein). CAP est une protéine dimérique de 
sous-unités identiques de 210 résidus, qui subit un profond chan- 
gement de conformation après liaison à l'AMPc. Sa fonction a été 
élucidée par Ira Pastan, qui montra que le complexe CAP-AMPc, à 
l'inverse de la CAP seule, se lie à l'opéron lac (parmi d'autres) et 
stimule la transcription depuis son opérateur, normalement peu 
efficace en l'absence de répresseur. CAP est donc un régulateur 
positif (il met la transcription en marche), à l'inverse du répres- 
seur, qui est un régulateur négatif (il arrête la transcription). 

La structure par rayons X de CAP-AMPc complexé avec un 
segment de duplex d'ADN palindromique de 30 pb, dont la 
séquence ressemble à celle du site de fixation de CAP (Fig. 31-26) 
a été réalisée par Thomas Steitz. Elle révèle que l'ADN subit une 
courbure de -90° autour de la protéine (Fig. 31-28a). La courbure 
est due à deux coudes de -45° dans l'ADN entre les cinquième et 
sixième bases en partant de l'axe de symétrie d'ordre 2 du com- 
plexe dans chacune des deux directions. Cette distorsion entraîne 
la fermeture du grand sillon et un énorme élargissement du petit 
sillon au niveau de chaque coude. 

Pourquoi le complexe CAP-AMPc est-il nécessaire pour sti- 
muler la transcription de ses opérons cibles ? Et comment fait-il ? 
L'opéron lac a un promoteur faible (peu efficace) ; ses séquences 
—10 et -35 (TATGTT et TTTACA ; Fig. 31-10) sont significative- 
ment différentes des séquences consensus des promoteurs forts 
(TATAAT et TTGACA ; Fig. 31-10). Des promoteurs si faibles ont 
besoin d'aide pour un amorçage efficace de la transcription. 

Richard Ebright a montré que CAP interagit directement avec 
l'ARN polymérase via le domaine C-terminal de la sous-unité & 
de 85 résidus (œCTD) de celle-ci, et que cela stimule l'initiation 
de la transcription par l'ARN polymérase à un site promoteur voi- 
sin. La sous-unité aCTD se fixe aussi à l’'ADNdb de façon non 
spécifique mais elle se fixe par contre avec une meilleure affinité 
sur les sites riches en À + T comme ceux des éléments UP (Sec- 
tion 32-2A). La liaison entre ce domaine C-terminal et le reste de 
la sous-unité œ est souple et on ne le voit donc pas cette structure 
désordonnée dans la structure par rayons X de l'ARN polymérase 
Tag (Fig. 31-11). 

Trois classes de promoteurs dépendants de CAP ont été carac- 
térisées : 

L. Les promoteurs de classe I, comme ceux de l’opéron lac, 
n'ont besoin que de CAP-AMPc pour l'activation de la transcrip- 
tion. Le site de fixation de CAP sur l'ADN peut se trouver à une 
distance variable du promoteur, pourvu que CAP et l'ARN poly- 
mérase se fixent du même coté de l’hélice. Ainsi, CAP-AMPc acti- 
vera la transcription de l’opéron lac si son site de fixation est cen- 
tré près des positions 62 (sa position dans le type sauvage; Fig. 
31-26), -72, -83, -93 ou —-103, toutes ces positions étant séparées 
les unes des autres par un tour d’hélice. Dans le cas des derniers 
cités, l'ADN doit faire une boucle pour permettre à CAP-AMPc 
d'être au contact du domaine «CTD. Ce type de boucle est proba- 
blement favorisé par la courbure de l'ADN autour de CAP-AMPc. 

2. Les promoteurs de classe IT n’ont également besoin que de 
CAP-AMPc pour l'activation de la transcription. Cependant, chez 
eux, le site de fixation à CAP se trouve toujours à une position fixe 
qui chevauche le site de fixation de l'ARN polymérase, remplaçant 
apparemment la région —-35 du promoteur. CAP interagit alors 
avec l'ARN polymérase, aussi bien avec le domaine aœCTD 
au’avec Le domaine Nterminal de ea ceoneunité 


1242 Chapitre 31. Transcription 


l'ARN polymérase, via un mécanisme de simple « adhésion » qui 
facilite et/ou stabilise son interaction avec l'ADN du promoteur. 
La structure des domaines aCTDCAPAN et aCTDN et leurs 
interactions avec l'ADN sont quasiment identiques, cela suggère 
donc que celles-ci soient représentatives de l'interaction d'un 
domaine &«CTD avec un élément UP. 


D. Interactions protéine-ADN spécifiques de 
séquences 


Puisque l'expression génétique est contrôlée par des protéines 
comme CAP ou le répresseur lac il est important, pour l'étude de 
la régulation des gènes, de comprendre comment ces protéines 
reconnaissent leurs séquences de bases spécifiques sur 
l'ADN. Généralement, les protéines qui se lient à l'ADN au niveau 
de séquences spécifiques ne perturbent pas les paires de bases de 
l'ADN double brin auquel elles se lient. Par conséquent, ces pro- 
téines ne peuvent distinguer les quatre paires de bases (AT, T-A, 
G:C, et C-:G) qu'en fonction des groupes fonctionnels de ces 
paires de bases qui se projettent dans les grand et petit sillons de 
l'ADN. Un examen de la Fig. 5-12 révèle que les groupes exposés 
dans le grand sillon sont plus variables, quant à leur nature et leurs 
dispositions, que ceux exposés dans le petit sillon. En effet, les 
positions des accepteurs des liaisons hydrogène dans le grand 
sillon varient en fonction aussi bien de l'identité que de l'orienta- 
tion de la paire de bases, tandis que dans le sillon mineur elles sont 
essentiellement indépendantes de la séquence. De plus, le petit 
sillon de l'ADN-B idéal, large de -5 À et profond de -8 À, est 
trop étroit pour accueillir des éléments structuraux protéiques 
comme une hélice ©, tandis que le grand sillon, large de -12 À et 
profond de -8 À peut assurer cette fonction. Ainsi, en l'absence de 
changements conformationnels majeurs de l'ADN-B, on peut pen- 
ser que des protéines feront plus facilement la distinction entre les 
séquences de bases de son grand sillon qu'entre celles de son petit 
sillon. Nous allons voir qu'il en est bien ainsi. 


a. Le motif hélice-boucle-hélice est un élément de 
reconnaissance courant de l'ADN chez les procaryotes 
Les deux hélices F symétriques de la protéine CAP dimérique 

font saillie à la surface de la protéine, de sorte qu'elles s'insèrent 

dans les grands sillons successifs de l'ADN-B (Fig. 31-28). Les 
hélices E et F de CAP forment un motif hélice-boucle-hélice 

(HTH) (structure supersecondaire) qui a une conformation ana- 

logue à des motifs HTHde nombreux autres répresseurs de proca- 

ryotes de structure par rayons X et RMN connue, dont le répres- 
seur lac, le répresseur trp de E. coli (Section 31-3F) et les 

répresseurs cl et les protéines Cro des bactériophages À et 434 

(Section 33-3D). Les motifs HTH sont des segments polypepti- 

diques de -20 résidus qui forment deux hélices qui se croisent à 

-120° (Fig. 31-28c). On les trouve comme composants de 

domaines qui ont, par ailleurs, des structures très fluctuantes, bien 

que tous se lient à l'ADN. Notez que les motifs HTH ne sont 
stables que s'ils font partie de protéines de grande taille, 

Les structures par rayons X et RMN de nombreux complexes 
protéine-ADN (voir ci-dessous) montrent que les protéines qui se 
lient à l'ADN ont un motif HTH associé à leurs paires de bases 
cibles grâce essentiellement aux chaînes latérales qui se projettent 
de la deuxième hélice du motif HTH. appelée l'hélice de recon- 
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dans les protéines du phage). Par exemple, si on remplace les rési- 
dus dirigés vers l'extérieur de l'hélice de reconnaissance du répres- 
seur du phage 434 par les résidus correspondants du bactério- 
phage P22 qui lui est apparenté, on obtient un répresseur hybride 
qui se lie aux opérateurs du phage P22 mais non à ceux du 
phage 434, De plus, les motifs HTH dans toutes ces protéines ont 
des séquences d'acides aminés qui se ressemblent entre elles ainsi 
qu'à celles d'autres segments polypeptidiques de nombreuses 
autres protéines de liaison à l'ADN de procaryotes, dont le répres- 
seur lac, Manifestement, ces protéines sont reliées sur le plan de 
l'évolution et se lient à leur ADN cible de manière identique. 

Comment l'hélice de reconnaissance reconnaît-elle sa 
séquence cible ? Puisque chaque paire de bases présente une com- 
binaison différente et facilement reconnaissable de groupements 
pouvant faire des liaisons hydrogène dans le grand sillon de 
l'ADN, il paraît vraisemblable qu'il pourrait y avoir une simple 
correspondance, analogue à l'appariement des hases de Watson- 
Crick, entre les résidus d'acides aminés de l'hélice de reconnais- 
sance et les bases qu'ils contactent en formant des associations 
spécifiques de séquence. Cependant, les structures par rayons X ci- 
dessus montrent que cette idée est fausse, En fait, la reconnais- 
sance d’une séquence de bases est due à des interactions structu- 
rales complexes. Par exemple : 


1. Les structures par rayons X très semblables du domaine 
N-terminal du répresseur du phage 434 (résidus 1 à 69) et de la 
protéine Cro complète (71 résidus) du phage 434, complexés avec 
le même ADN cible de 20 pb (l'expression du phage 434 est régu- 
lée par les liaisons différentielles de ces protéines aux mêmes seg- 
ments d'ADN ; Section 33-3D) ont été déterminées toutes les deux 
par Stephen Harrison. Les deux protéines dimériques, comme nous 
l'avons déjà vu pour CAP (Fig. 31-28), s'associent à l'ADN, en 
formant un complexe de symétrie d'ordre deux avec leurs hélices 
de reconnaissance liées dans des tours successifs du grand sillon 
de l'ADN (Fig. 31-29 et 31-30). Dans les deux complexes, la pro- 
téine s'adapte étroitement à la surface de l'ADN et interagit avec 
ses bases appariées et les chaînes sucre-phosphate grâce à des 
réseaux de liaisons hydrogène sophistiqués, des ponts salins, et des 
interactions de van der Waals, Cependant, les géométries détaillées 
de ces associations sont significativement différentes. Dans le 
complexe répresseur-ADN (Fig. 31-29), l'ADN se courbe autour 
de la protéine en formant un arc de -65° de rayon qui comprime 
le petit sillon de 2,5 À près de son centre (entre les deux mono- 
mères de la protéine) et l'élargit de -2,5 À vers ses extrémités. Par 
contre, l'ADN complexé avec Cro (Fig. 31-30), bien que courbé, 
est presque droit en son centre et son petit sillon est moins com- 
primé (comparez les Fig. 31-29a et 31-30a). Ceci explique pour- 
quoi le remplacement simultané de trois résidus dans l'hélice de 
reconnaissance par ceux que l'on trouve dans Cro, ne permet pas 
à la protéine hybride résultante de se lier à l'ADN avec l'affinité 
de Cro: les conformations de l'ADN, différentes dans les com- 
plexes avec le répresseur et avec Cro, empêchent toute chaîne laté- 
rale particulière d'interagir de façon identique avec l'ADN dans 
les deux complexes. 

2. Paul Sigler a déterminé la structure par rayons X du répres- 
seur trp de E. coli complexé avec un ADN contenant un palin- 
drome de 18 pb (TGTACTAGTTAACTAGTAC, où la séquence 


cible du répresseur 1rp est soulignée) qui ressemble étroitement à 
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Section 31-3. Contrôle de la transcription chez les procaryotes 


(a) 


FIGURE 31-29 Structure par rayons X du fragment des 69 résidus 
N-terminaux du répresseur du phage 434 en complexe avec un frag- 
ment de 20 pb de sa séquence cible, Un des brins de l'ADN (à gauche) 
a la séquence d(TATACAAGAAAGTTTGTACT). Le complexe est vu 
perpendiculairement à son axe de symétrie d'ordre deux. (a) Un modèle 
squelettique avec les deux sous-unités identiques de la protéine (on voit 
uniquement le squelette des C,,) représentées en rouge et en bleu. On ne 
voit que les 63 premiers résidus de la protéine, (b) Un dessin schéma- 
tique montrant comment le motif hélice-boucle-hélice, qui englobe les 
hélices a2 et o3, interagit avec son ADN cible. Des petites barres éma- 


(b) 


FIGURE 31-30 Structure par rayons X de la protéine Cro du 
phage 434, de 72 résidus, en complexe avec le même ADN que 
celui de la Fig, 29-23, Le complexe est vu perpendiculairement à son 
axe de symétrie d'ordre deux. On ne voit que les 64 premiers résidus 
de la protéine. Les représentations a, b et c correspondent a celles de 
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(c) 


nant de la chaîne polypeptidique représentent les groupements NH pepti- 
diques, les liaisons hydrogène sont représentées par des lignes en poin- 
tillés, et les phosphates de l'ADN par des cercles numérotés, Le petit 
cercle est une molécule d'eau. (c) Un modèle compact correspondant à la 
Partie a, Les atomes de l'ADN sont colorés de la façon suivante : C en 
gris, N en bleu, O en rouge et P en vert. Tous les atomes de la protéine, 
autres que les atomes d'hydrogène, sont en jaune. [Avec l'aimable autori- 
sation d'Aggarwal, John Anderson et Stephen Harrison. Université de 
Harvard. PDBid 20R1.] 


{c) 


la Fig. 31-29, La protéine en c étant représentée en bleu clair, Remar- 
quez la correspondance étroite entre les deux structures qui ne sont 
pourtant pas identiques. [Avec l'aimable autorisation d'Alfonso Mon- 
dragôn, Cynthia Wolberger et Stephen Harrison, Université de Harvard. 
PDBid 3CRO.I 
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la protéine dimérique se lient, comme prévu, dans des grands 
sillons successifs de l'ADN, chacune en contact avec un demi-site 
de l'opérateur (ACTAGT ; Fig. 31-31). Il y a de nombreux contacts 
par liaisons hydrogène entre le répresseur trp et les atomes d'oxy- 
gène des groupes phosphates non esterifiés de son ADN lié, 
Cependant, il n'y a pas de liaison hydrogène directe ni de contact 
non polaire susceptible d'expliquer la spécificité du répresseur 
pour son opérateur, ce qui est incroyable. Par contre, toutes les 
interactions par liaisons hydrogène des chaînes latérales avec les 
bases, sauf une, se font par l'intermédiaire de molécules d'eau qui 
forment des ponts (la seule interaction directe implique une base 
qui peut être mutée sans que cela affecte fortement l'affinité de 
liaison du répresseur). Ces molécules d'eau enfouies ont été 
décrites comme des chaînes latérales « bénévoles » de la protéine, 
De plus, l'opérateur contient plusieurs paires de bases qui ne sont 
pas en contact avec le répresseur mais dont les mutations dimi- 
nuent fortement l'affinité de liaison du répresseur. Cela suggère 
que l'opérateur prend une conformation spécifique de sa séquence, 
qui permet l'établissement de contacts favorables avec le répres- 
seur, En effet, la comparaison de la structure par rayons X d'un 
ADN non complexé de 10 pb auto-complémentaires contenant le 
demi-site de l'opérateur trp (CCACTAGTGG) avec celle de 
l'ADN dans le complexe répresseur trp-opérateur révèle que le 
demi-site ACTAGT prend des conformations propres, pratique- 
ment identiques, et des motifs d'hydratation identiques dans les 
deux structures, Cependant, l'hélice de l'ADN-B, qui est droite 
dans l'ADN de 10 pb, se courbe d'environ 15° vers le grand sillon 


FIGURE 31-31 La structure par rayons X d'un complexe répresseur- 
opérateur trp de E. coli, Le complexe est vu avec son axe de symétrie 
moléculaire d'ordre deux horizontal dans le plan de la figure. Les deux 
sous-unités identiques de la protéine sont représentées en ruban vert et 
bleu avec les motifs HTH (les hélices D et E) plus foncées. L'ADN auto- 
complémentaire de 18 pb est en jaune. Le répresseur #rp ne se lie à l'opé- 
rateur que quand le L-tryptophane {en rouge) est également lié, Notez 
que les hélices de reconnaissance (E) se lient, comme prévu, dans des 
grands sillons successifs de l'ADN mais se projettent presque perpendi- 
culairement à l'axe de l'ADN double-brin. Par contre, les hélices de 
reconnaissance du répresseur 434 et des protémes Cro sont pratiquement 
parallèles aux grands sillons de leurs ADN liés (Fig. 31-29 et 31-30), 
alons que celles de la CAP prennent une orientation intermédiaire 

(Fig. 31-28). [D'après une structure par rayons X de Paul Sigler, Univer- 
sité de Yale. PDBid I TRO.] 


rateur. D'autres séquences d'ADN pourraient, théoriquement, 
prendre la conformation de l'opérateur lié au répresseur, mais à 
des coûts énergétiques trop élevés pour former un complexe stable 
avec le répresseur (on a mesuré que l’affinité du répresseur trp 
pour son opérateur est 10* fois supérieure à celle qu'il a pour 
d'autres ADN, soit une différence de leurs énergies libres de liai- 
son de -23 kJ : mol”!). Ce phénomène, par lequel une protéine per- 
çoit la séquence des bases d'un ADN d'après la conformation du 
squelette et/ou la flexibilité de l'ADN est appelé « reconnaissance 
indirecte ». Le répresseur du phage 434 semble utiliser aussi des 
systèmes de reconnaissance indirecte : le remplacement de la paire 
centrale A°T de l'opérateur, représenté dans la Fig. 31-29 par 
G:C, diminue l'affinité de liaison du récepteur de 50 fois, même 
si le répresseur du phage 434 n'est pas en contact avec cette région 
de l'ADN. 

Il semble donc qu'il n'y ait pas de règles simples qui détermi- 
nent comment un résidu d'acide aminé particulier interagit avec 
les bases. La spécificité de séquence s'explique plutôt par un 
ensemble d'interactions mutuellement favorables entre une pro- 
téine et son ADN cible. 


b. Le répresseur met présente un feuillet B antiparallèle à 
deux brins qui se lie dans le grand sillon de son ADN 
cible 
Le répresseur met de E. coli, lorsqu'il est complexé avec la 

S-adénosylméthionine (SAM; Fig. 26-18), réprime la transcrip- 

tion de son propre gène et de ceux codant la synthèse des 
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(a) 


FIGURE 31-32 La structure par rayons X du complexe répresseur 
met-SAM-opérateur de E.coli. (a) Structure générale du complexe, vue 
le long de son axe de symétrie d'ordre deux. Les sous-unités de 104 rési- 
dus du répresseur sont de couleur jaune d'or. L'ADN auto-complémen- 
taire de 19 pb et la SAM qui doivent être liés au répresseur pour qu'il se 
lie à l'ADN sont figurés en modèle éclaté avec l'ADN en bleu et la SAM 
en vert. Notez qu'il y a quatre sous-unités du répresseur liées à l'ADN; 
des paires de sous-unités forment des dimères symétriques, dans lesquels 
chaque sous-unité fournit un brin du ruban b antiparallèle à deux brins, 


60) et de la SAM. La structure par rayons X du complexe répres- 
seur met-SAM-opérateur (Fig. 31-32), déterminée par Simon 
Phillips, se présente sous la forme d'un homodimère symétrique 
de monomères entrelacés, sans motif HTH, Le répresseur mer se 
lie en fait à la séquence palindromique de son ADN cible, grâce 
à une paire symétrique de feuillets B antiparallèles à deux brins 
(appelés rubans B), qui s'insèrent dans deux grands sillons suc- 
cessifs de l'ADN. Chaque ruban B établit des contacts spéci- 
fiques de séquence avec son ADN cible par l'intermédiaire de 
liaisons hydrogène et probablement par «reconnaissance indi- 
recte », 

Phillips a été le premier à déterminer la structure par rayons X 
du répresseur met en l'absence d'ADN. Des études par modélisa- 
tion, afin d'élucider comment le répresseur met se lie à la séquence 
palindromique de son ADN cible, supposaient que les axes de 
symétrie d'ordre deux des deux molécules coïncidaient, comme 
c'est le cas de tous les complexes protéine-ADN de procaryotes 
connus. Deux possibilités s'offraient alors: (1) La protéine peut 
s’arrimer à l'ADN grâce aux deux paires de ruban B décrits ci- 
dessus, qui s’insèrent dans deux grands sillons successifs ; ou (2) 
une paire d'hélices & symétriques, faisant saillie du côté opposé 
de la protéine, assure cette association, à la manière d'hélices de 
reconnaissance à motifs HTH interagissant avec l'ADN. Plusieurs 
critères d'ordre structural suggéraient que les hélices «x établissent 
de meilleurs contacts avec l'ADN, que les rubans B. Aussi, lors- 
qu'on eut la preuve que ce sont, en définitive, les rubans f qui se 
lient à l'ADN, on en tira un enseignement important : les résultats 
obtenus par modélisation doivent être traités avec un maximum de 
précautions. Ceci parce que notre compréhension imparfaite de 
l'énervétiaue des interactions intermoléculaires (Sections $-4 et 


(b) 


qui s'insère dans le grand sillon de l'ADN {en haur à gauche et en bas à 
droite). Ces deux dimères s'associent à travers l'axe d'ordre deux du 
complexe grâce à leurs hélices N-terminales antiparallèles, qui entrent en 
contact au-dessus du petit sillon de l'ADN. (b)Vue détaillée du ruban B 
antiparallèle à deux brins {en jaune, les résidus 21-29) inséré dans le 
grand sillon de l'ADN (en bleu). Les liaisons hydrogène sont indiquées 
par des lignes en pointillés). [Avec l'aimable autorisation de Simon Phil- 
lips, Université de Leeds, Leeds, G.B. PDBid 1ICMA.] 


29-2) nous empêche de prévoir avec certitude comment des macro- 
molécules qui s'associent s'adaptent l’une à l'autre, Dans le cas du 
répresseur Met, des accommodations structurales imprévisibles 
entre la protéine et l'ADN ont entraîné une interface plus grande 
que celle qui avait été prévue par le simple arrimage du répresseur 
Met à un modèle d'ADN-B idéal. 

Les nombreux répresseurs de procaryotes de structures 
connues présentent un motif HTH ou des paires de rubans B 
comme le répresseur met (bien que de nombreuses protéines pro- 
caryotiques se liant à l'ADN, y compris CAP, contiennent un motif 
dérivé du motif HTH connu sous le nom d'hélice ailée, dans lequel 
deux boucles protéiques, dont l'une établit un contact avec le petit 
sillon de l'ADN, encadrent l'hélice HTH de reconnaissance 
comme les ailes d'un papillon). De plus, la plupart de ces protéines 
sont des homodimères qui se fixent à des séquences d'ADN cibles 
palindromiques ou pseudo-palindromiques. Toutefois, les facteurs 
de transcription des eucaryotes, comme nous le verrons dans la 
Section 34-3B, font appel à une palette beaucoup plus variée de 
motifs structuraux pour se lier à leurs ADN cibles, dont beaucoup 
ne présentent pas de symétrie, 


E. L'opéron araBAD : contrôle positif et négatif 
par la même protéine 


Le sucre d'origine végétale L-arabinose n'est ni métabolisé ni 
absorbé au niveau de l'intestin par l'homme. Aussi, £. coli qui se 
trouve normalement dans le tube digestif de l'homme est périodi- 
quement conviée à un festin de ce pentose. Trois des cinq enzymes 
de E. coli qui métabolisent le L-arabinose sont des produits de 
l'onéron araBAD à répression cataboliaue (Fie. 31-335 
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3°4 
“terminateur” 


FIGURE 31-41 Les structures secondaires alternatives de l'ARNm 
trpL. La formation (à droite) de l’épingle à cheveux 2 : 3 (« anti-termina- 
teur ») empêche la formation (à gauche) des épingles à cheveux 1 :2 et 
3:4 («terminateur ») et vice versa. L'atténuation provient de l'arrêt pré- 
maturé de la vranscription, immédiatement après le nucléotide 140, quand 


et 4 associés aux résidus qui les suivent constituent un signal « ter- 
minateur » de transcription Rho-indépendant normal (Section 31- 
2E) : une séquence riche en G + C qui peut former une épingle à 
cheveux auto-complémentaire suivie de plusieurs résidus U (com- 
parez avec la Fig. 31-18). La transcription ne peut que rarement 
aller au-delà de ce site « terminateur » à moins que le tryptophane 
ne soit en faible concentration. 

Une partie de la séquence leader, qui inclut le segment 1 de 
l'atténuateur, est traduite en un polypeptide de 14 résidus qui 
contient deux résidus Trp consécutifs (Fig. 31-41, à gauche). La 
position de ce dipeptide particulièrement rare (-1% des résidus des 
protéines de E. coli sont du Trp) fournit un indice important pour 
la compréhension du mécanisme de l’atténuation. Un autre point 
essentiel de ce mécanisme est que les ribosomes commencent la 
traduction d'un ARNm de procaryote peu après la synthèse de son 
extrémité 5”. 

En fonction de ces données, Yanofsky expliqua l’atténuation de 
la manière suivante (Fig. 31-42). Une ARN polymérase non sou- 
mise à la répression débute la transcription de l'opéron 1rp. Peu 
après que le site d'initiation ribosomiale du gène trpL ait été trans- 
crit, un ribosome s'y attache et commence la traduction du peptide 
leader. Quand il y a beaucoup de tryptophane, et donc beaucoup 
de tryptophanyI-ARNt"? (l'ARN de transfert spécifique de TP 
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l'épingle à cheveux 3 - 4 s’est formée, La flèche montre le site de l'ARN 
après lequel l'ARN polymérase stagne en attendant l'approche d'un ribo- 
some actif, [D'après Fisher, R.F. et Yanofsky, C., J. Biol. Chem. 258, 
8147 (1983).] 


derrière l'ARN polymérase en train de transcrire, empêchant ainsi 
stériquement la formation de l'épingle à cheveux 2-3. De fait, 
l'ARN polymérase s'arrête après le nucléotide 92 du transcrit et ne 
reprend la transcription qu’à l'approche d'un ribosome, ce qui 
assure la proximité de ces deux entités à cette position critique. 
L'impossibilité de former l'épingle à cheveux 2-3 permet la for- 
mation de l'épingle à cheveux 3-4, le site d'arrêt de la 
tion, ce qui entraîne la fin de la transcription (Fig. 31-424). Cepen- 
dant, quand il y a peu de tryptophane, le ribosome s'arrête au 
niveau des deux codons UGG (les trois nucléotides successifs qui 
spécifient Trp; Tableau 5-3) en raison de l'absence de tryptopha- 
nyl-ARNtTP). La transcription continuant, les segments 2 et 3 nou- 
vellement synthétisés forment une épingle à cheveux car le ribo- 
some à l'arrêt empêche la formation, compétitive autrement, de 
l'épingle a cheveux 1-2 (Fig. 31-42b), La formation de l'épingle à 
cheveux 3-4, signal « terminateur » de transcription, est donc sus- 
pendue pendant un temps suffisant pour permettre à l'ARN poly- 
mérase de transcrire la totalité de l’opéron trp. La cellule possède 
donc un mécanisme régulateur sensible à la concentration en tryp- 
tophanyl-ARNTP qui, à son tour, dépend de la vitesse de syn- 
thèse protéique ainsi que de la disponibilité en tryptophane. 
Beaucoup d'arguments sont en faveur de ce modèle de l’atté- 
nuation. Le transcrit #rpL est résistant à une digestion ménagée par 
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16$ et 55: voir Section 32-3A), les cellules en croissance rapide 
ne contiendraient pas plus de 1200 ribosomes environ. Cependant, 
le chromosome de E. coli contient sept opérons d'ARNr séparés, 
qui contiennent tous une copie presque identique de chaque type 
de gène d'ARN. De plus les cellules en croissance rapide contien- 
nent plusieurs copies de leur chromosome en cours de réplication, 
ce qui rend compte de la vitesse de synthèse des ARNr observée. 

Les cellules ont la propriété remarquable de coordonner les 
vitesses auxquelles leurs milliers de composants sont synthétisés. 
Par exemple, E. coli ajuste son contenu en ribosomes pour pouvoir 
adapter la vitesse de la synthèse protéique aux conditions 
ambiantes de croissance. La vitesse de synthèse des ARNr est donc 
proportionnelle à la vitesse de la synthèse protéique. Le méca- 
nisme qui permet cet ajustement est appelé la réponse «strin- 
gente » : une pénurie de l'un des aminoacyl-ARN1 (due générale- 
ment à de mauvaises conditions de croissance, conditions 
« stringentes »), qui limite la vitesse de synthèse protéique, 
déclenche un réajustement rapide du métabolisme. Un des résul- 
tats principaux de ce changement est une diminution très rapide 
d’un facteur de 10 à 20 fois de la vitesse de synthèse des ARNr et 
des ARNt. De plus, ce contrôle « stringent » ralentit fortement de 
nombreux processus métaboliques (dont la réplication de l'ADN 
et la biosynthèse des glucides, des lipides, des nucléotides, des 
protéoglycanes et des intermédiaires de la glycolyse) tout en en 
stimulant d'autres (la biosynthèse des acides aminés par exemple). 
La cellule se trouve ainsi prête à résister à une pénurie nutrition- 
nelle. 


a. Le (p)ppGpp est un intermédiaire dans la réponse 

«stringente » 

La réponse « stringente » est accompagnée d'une accumulation 
intracellulaire rapide de deux nucléotides inhabituels, ppGpp et 
pppGpp [appelés collectivement (p)ppGppl]. et de leur dégrada- 
tion rapide sitôt que les acides aminés redeviennent disponibles. 
Le fait que des mutants, appelés re/A”, qui ne manifestent pas de 
réponse « stringente » (on dit qu'ils ont un contrôle reläché), ne 
forment pas de (p)ppGpp suggère que ces substances entraînent la 
réponse « stringente ». Cette hypothèse a été corroborée par des 
expériences in vitro qui montrent, par exemple, que le (p)ppGpp 
inhibe la transcription des gènes d'ARNr, mais stimule la trans- 
cription des opérons 1rp et lac tout comme dans le cas de la 
réponse « stringente » in vivo. [l semble donc que d'une certaine 
manière, le (p)ppGpp modifie la spécificité de l'ARN polymérase, 
vis-à-vis de promoteurs d'opérons à contrôle « stringent ». Cette 
hypothèse a été confirmée par l'isolement de mutants de l'ARN 
polymérase qui ont des réponses diminuées au ppGpp. De plus, le 
(pippGpp augmente la fréquence à laquelle les ARN polymérases 
engagées dans l'élongation s'arrêtent de transcrire, ce qui diminue 
la vitesse de transcription. 

La protéine codée par le gène sauvage re/A, appelée le facteur de 
«stringence » (RelA), catalyse la réaction 


ATP + GTP == AMP + pppGpp 
Et à un taux moindre 
ATP + GDP =—= AMP + ppGpp 


Cependant, plusieurs protéines ribosomiales convertissent pppGpp 
en ppGpp. de sorte que ppGpp est l'effecteur habituel de la 


réponse « stringente ». Le facteur de « stringence » n'est actif que 
s'il est associé à un ribosome en train de traduire, La synthèse de 
(p)ppGpp à lieu à une vitesse maximale, quand un ribosome se lie 
à un ARNt non chargé (qui n'est pas lié à un acide aminé) mais 
qui est celui spécifié par son ARNm. La liaison d'un ARNt spéci- 
fié et chargé diminue fortement la vitesse de synthèse du 
(pppGpp. Le ribosome semble indiquer la pénurie d'un acide 
aminé en stimulant la synthèse de (p)ppGpp qui, à la manière d'un 
second messager intracellulaire, modifie les vitesses de transcrip- 
tion d'un grand nombre d'opérons. 

La dégradation du (p)ppGpp est catalysée par le produit du 
gène spoT. Chez des mutants spoT" la concentration en (p)ppGpp 
augmente normalement en cas de manque en acides aminés mais 
la dégradation du (p)ppGpp pour que sa concentration revienne à 
son niveau de base, quand les acides aminés sont à nouveau dis- 
ponibles, est anormalement longue. Les mutants spoT" reviennent 
donc lentement à la normale après une réponse « stringente ». Le 
taux de (p)ppGpp semble être régulé par les activités réciproques 
du facteur de « stringence » et du produit du gène spoT. 


4 MB MATURATIONS POST- 
TRANSCRIPTIONNELLES 


Les produits immédiats de la transcription, les transcrits pri- 
maires, ne sont pas nécessairement des entités fonctionnelles. 
Pour devenir biologiquement actifs, beaucoup d'entre eux doivent 
être modifiés de différentes façons : (1) par élimination exo- et/ou 
endonucléasique de segments polynucléotidiques ; (2) par l'addi- 
tion de séquences nucléotidiques à leurs extrémités 3° et 5’; et (3) 
par la modification de nucléosides spécifiques. Les trois princi- 
pales classes d'ARN : les ARNm, les ARNr et les ARNt sont modi- 
fiées de façons différentes chez les procaryotes et les eucaryotes. 
Dans cette section nous passerons en revue ces processus de modi- 
fications post-transcriptionnelles. 


A. Maturation de l'ARN messager : Coiffe, queue 
et épissage 


Chez les procaryotes, la majorité des transcrits primaires d'ARNm 
sont traduits sans aucune modification. De fait, comme nous 
l'avons vu, les ribosomes des procaryotes commencent en général 
la traduction des ARNm naissants. Chez les eucaryotes cependant, 
les ARNm sont synthétisés dans le noyau et traduits dans le cyto- 
sol. Les transcrits d'ARNm d'eucaryotes peuvent donc subir une 
intense maturation post-transcriptionnelle tant qu'ils sont dans le 
noyau. 


a. Les ARNm d'’eucaryotes sont « coiffés » 

Les ARNm d'eucaryotes présentent une structure originale 
ajoutée enzymatiquement en 5’ du transcrit initial, appelée coiffe 
{« cap» en anglais) qui est un résidu 7-méthylguanosine attaché 
au transcrit par une liaison 5'-5" triphosphate (Fig. 31-43). La 
coiffe, qui est ajoutée au transcrit naissant avant qu'il n'ait plus de 
30 nucléotides de long, définit le site d'initiation de la traduction 
chez les eucaryotes (Section 32-3C). La coiffe peut être O7 -méthy- 
lée, soit sur le premier nucléoside du transcrit (coiffe-1, la forme 
de coiffe prédominante chez les organismes pluricellullaires), soit 
sur ses deux premiers nucléosides (coiffe-2), soit sur aucun d’entre 
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chondries et les chloroplastes de divers eucaryotes (pas chez les 
vertébrés) et même chez certaines bactéries. Les travaux de Tho- 
mas Cech pour comprendre comment les introns de groupe [ sont 
épissés chez le protozoaire cilié Tetrahymena thermophila, ont 
conduit à la découverte surprenante qu'un ARN peut se comporter 
comme une enzyme. Si l'on incube le pré-ARNr de cet organisme 
avec un nucléotide guanylique libre (GMP, GDP ou GTP) mais en 
l'absence de protéine, son unique intron de 421 nucléotides 
s'auto-excise et il y a réunion par épissage des deux exons qui 
l'encadrent, cet ARNr est donc auto-épissable. La séquence des 
trois étapes de cette réaction (Fig. 31-50) ressemble à celle de 
l'épissage de l'ARNm : 

1. Le groupement 3'-OH de la guanosine forme une liaison 
phosphodiester avec l'extrémité 5° de l'intron, ce qui libère l'exon 
en 5. 

2. Le groupement 3'-OH de l'extrémité de l'exon en 5’ qui 
vient d’être libéré forme une liaison phosphodiester avec le phos- 
phate de l'extrémité 5° de l'exon en 3, il y a ainsi épissage des 
deux exons ensemble et libération de l'intron. 

3. Le groupement 3-OH de l'extrémité de l’intron forme une 
liaison phosphodiester avec le phosphate du nucléotide situé à 
15 nucléotides de l'extrémité 5’ de l’intron, on obtient donc ce 
petit fragment terminal et le reste de l'intron sous forme circulari- 
sée, 
Ce processus d'auto-épissage est constitué d'une série de tran- 
sestérification et ne requiert donc pas d'apport d'énergie libre. 
Cech a établi les propriétés enzymatiques de l'intron de Tetrahy- 
mena, qui sont probablement dues à sa structure tridimensionnelle, 
en démontrant qu'il catalyse in vitro le clivage de poly(C) qui se 
trouve augmenté d’un facteur 10!° par rapport à sa vitesse de lyse 
spontanée. Cet ARN catalyseur a effectivement une cinétique 
obéissant aux lois de Michaelis-Menten (K,, = 42 uM et &,, = 
0,033 s°! pour le substrat C.). Ces ARN enzymatiques ont été 
appelés ribozymes. 

Bien que l’idée qu'un ARN puisse avoir des propriétés de cata- 
lyseur puisse paraître peu orthodoxe, il n'y a pas de raison fonda- 
mentale qui empêche un ARN ou toute autre macromolécule 
d'avoir une activité catalytique (rappelons nous qu'au départ on 
avait aussi généralement admis que les acides nucléiques n'avaient 
pas une complexité suffisante pour porter l'information hérédi- 
taire ; Section 5-2), Bien entendu, pour être un catalyseur efficace, 
une macromolécule doit pouvoir avoir une structure stable, mais, 
comme nous allons le voir ci-dessous et dans les sections 32-2B et 
32-3A, les ARN, y compris les ARNt et les ARNr ont cette pro- 
priété. [On connaît aussi des ADNsb synthétiques qui ont des pro- 


FIGURE 31-50 Séquence des réactions de l’auto-épissage de l'intron 
auto-épissable de groupe 1 de Tetrahymena, (1) Le groupe 3'OH d'un 
nucléotide guanylique attaque le phosphate 5'-terminal de l'intron pour 
former une liaison phosphodiester et libérer l'exon en 5”. (2) Le nouveau 
groupe 3°-OH de l’exon en 5° attaque le phosphate de l'extrémité 5° de 
l'exon en 3v, provoquant ainsi l'épissage des deux exons et libérant l'in- 
tron. (3) ke groupe 3°-OH de l’intron attaque le phasphate du nucléotide 
situé à 15 résidus de l'extrémité 5° afin de cycliser l'intron et de libérer 
son fragment 5° terminal. Durant ce processus, l'ARN conserve une 
conformation repliée, avec des liaisons hydrogène internes qui permettent 
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priétés catalytiques mais ce type de «désoxyribozymes » reste 
inconnu en biologie.] 


Intron cyclisé 
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Des expériences de protection contre des modifications chimiques 
suggèrent que le domaine isolé P4-P6 de l'intron de groupe I de 
Tetrahymena se replie comme une unité indépendante. Si l'on 
combine ce domaine P4-P6 avec le reste de l'intron de Tetrahy- 
mena il forme un complexe à activité catalytique. 

Jennifer Doudna et Cech ont déterminé la structure par 
rayons X du domaine P4-P6 de 160 nt de l'intron de groupe I de 
Tetrahymena (Fig. 31-51b). Lorsque cette structure a été publiée 
en 1997, elle faisait près du double de la taille de la plus grosse 
molécule d'ARN dont la structure avait été publiée auparavant, 
c'est-à-dire celle d'un ARNt de 76 nt (Section 32-2B). Pour l'es- 
sentiel, le domaine P4-P6 est constitué de deux jeux d’hélices 
d'ARN de type A tassées de façon coaxiale, l'un de 29pb et l'autre 
de 23 pb. Ses dimensions sont d'environ 25 x 50 x 110 À, les deux 
premières dimensions représentant respectivement les largeurs 
d'une des hélices d'ARN-A et celle des deux hélices d'ARN-A 
côle à côte. 

Le domaine P4-P6 a été la première structure d’ARN connue, 
assez grande pour montrer le tassement d'hélices côte à côte. Un 
point particulièrement intéressant est ce qu'on nomme sa boucle 
latérale riche en À, une séquence de 7 nt le long du petit bras de 
cette macromolécule en forme de U, et la séquence de 6 nt au 


FIGURE 31-52 Structure par rayons X à basse résolution de l’intron 
de groupe I de Tetrahymena comprenant ses domaines P4-P6 (en vio- 
let) et P3-P9 (en vert), Le ribozyme, représenté par un ruban qui passe 

par ses groupements phosphates, est orienté de façon à voir son domaine 
P4-P6 comme dans la Fig. 31-51b. [Avec l'aimable autorisation de Tho- 


sommet du bras court du U, dont la séquence centrale GAAA a la 
conformation caractéristique appelée tétraboucle (« tetraloop »). 
Dans ces deux sous-structures, les bases sont tournées vers l'exté- 
rieur, ce qui les fait se presser les unes contre les autres et s’asso- 
cier dans le petit sillon de segments spécifiques du grand bras du 
U, par des liaisons hydrogènes mettant aussi bien en jeu des rési- 
dus ribose que des bases. Dans l'interaction qui concerne la boucle 
latérale riche en U, l'entassement serré des phosphates d'hélices 
adjacentes est dû à des ions Mg? hydratés. Dans toute cette struc- 
ture, les groupements 2’-OH, qui sont la caractéristique de l'ARN, 
servent à la fois de donneurs et d'accepteurs pour des liaisons 
hydrogène avec les phosphates, les bases et d'autres groupements 
2'-OH. 

Par après, Cech a conçu un autre ARN de 247 nt qui comprend 
en même temps les domaines P3-P6 et P3-P9 de l'intron de 
groupe I de Tetrahymena, auquel il a ajouté un G en 3° qui joue le 
rôle de guanosine nucléophile interne. Cet ARN a une activité 
catalytique, il se fixe au domaine P1-P2 par des interactions ter- 
tiaires et grâce à son G catalytique en 3”, il clive P1 d'une façon 
semblable à celle de l’intron intact. 

La structure par rayons X de ce ribozyme a été déterminée à 
une résolution de 5 À (Fig. 31-52). À cette faible résolution, on 
peut tracer le squelette sucre-phosphate et les bases tassées appa- 
raissent souvent comme des tubes de densité électronique conti- 
nue, mais des caractéristiques à l'échelle atomique comme les 
interactions par liaisons hydrogène ne se voient pas. Dans cette 
structure, on ne voit apparemment pas de du domaine 
P4-P6 par rapport à quand il est isolé (Fig. 31-51b). Cette struc- 
ture est également compatible avec un grand nombre de données 
biochimiques. Le tassement étroit des deux domaines forme une 
fente peu profonde qui semble capable de fixer la petite hélice qui 
contient le site 5” d’épissage. Le site intronique de fixation de la 
guanosine est situé sur P7, dont la géométrie dévie assez fortement 
de la forme A de façon à créer un site de fixation bien adapté à son 
substrat qui est la guanosine. Il est clair que ce ribozyme est en 
grande partie préorganisé pour la fixation du substrat et la catalyse, 
tout comme dans le cas des enzymes protéiques. 


g. Les ribozymes en tête de marteau catalysent une 
attaque nucléophile en ligne 

Les ribozymes les plus simples et peut-être les mieux caracté- 
risés que l’on connaît, font partie des ARN de certains virus de 
plantes, et sont appelés ribozymes en tête de marteau en raison de 
la vague ressemblance de la représentation habituelle de leurs 
structures secondaires avec un marteau de charpentier (Fig. 31- 
53a). Les ribozymes en tête de marteau ont trois tiges en duplex et 
un cœur conservé de deux segments non hélicoïdaux. 

Ces ribozymes catalysent une réaction de transestérification 
dans laquelle la liaison 3°,5’-phosphodiester entre les nucléotides 
C-17 et A-1.1, est hydrolysée en produisant un phosphodiester- 
2,3" cyclique sur le nucléotide C-17 avec une inversion de confi- 
guration de l'atome P, et un groupe 5’-OH libre sur le nucléotide 
A-1.1, tout à fait comme le produit intermédiaire de la réaction 
d'hydrolyse d’un ARN catalysée par l’ARNase A (Section 15-1A). 
Cela fait penser que cette réaction se fait par un mécanisme «en 
ligne », comme celui dessiné dans la Fig. 16-6b, dans lequel l'état 
de transition forme un intermédiaire trigonal bipyramidal où l’at- 
taquant nucléophile, le groupement 2’-OH (Y dans la Fig. 16-6b) 
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cet intermédiaire covalent, Scott l’a synthétisé sous forme modi- 
fiée, avec un 5’-C-méthyl-ribose sur le résidu A-1.1 : 


TT 
CH 0) C-17 
H H 
H H 
? OH çHs 
Door Ha de M 


| £ A-1.1 
H 
H H 
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cela crée un goulet d’étranglement cinétique dans la réaction en 
stabilisant cette liaison qui devrait être clivée, cela est sans doute 
dû à la modification des propriétés électroniques du groupement 
partant. Un cristal de ce ribozyme modifié a été trempé dans un 
tampon à pH 8,5, contenant du Co‘, pendant 30 min, avant sa 
congélation instantanée à des températures proches de celle de 
l'azote liquide (-196 °C, où tous les mouvements moléculaires 
cessent). Sa structure par rayons X ne se distingue pas de celle de 
l'état fondamental du ribozyme. Cependant, la structure par 
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FIGURE 31-55 Structure par rayons X de la poche catalytique de 
l'intermédiaire du ribozyme en tête de marteau piégé cinétiquement. 
Le segment tétranucléotidique CUGA invariable, du brin enzymatique 
qui forme la poche catalytique, est en vert et les résidus du brin substrat 
qui encadrent le groupement phosphate du site de coupure sont en rouge, 
La ligne pointillée bleue, qui marque la trajectoire que doit prendre 
l'atome O2” du résidu C-17 pour effectuer l'attaque nucléophile de 
l'atome de phosphore, est en ligne avec la liaison qui attache cet atome 
de phosphore à l'atome O5’ du résidu A-1.1, le groupement partant. 
[D'après Murray, 1.B., Terwey, D.P., Maloney, L., Karpeisky, A., 

Usman, N.. Beigleman, L.. et Scott, W.G.. Cell 92, 665 (1998). PDBid 
+700 ! 


rayons X d’un cristal obtenu après congélation instantanée et 
2,5 heures de trempage présentait d'importants changements dans 
la région du site actif (Fig. 31-55). En particulier, la base et le 
ribose du résidu C-17 avaient subi une rotation de 60°, ce qui pro- 
voque le tassement de la base sur celle du résidu A-6 (qui est elle- 
même tassée sur la base du résidu G-5). La base du résidu C-17 
s'est ainsi déplacée de 8,7 À. De plus l'oxygène du furanose du 
résidu A-1.1 s'est tassé sur la base du résidu C-17. Ce mouvement 
est le résultat d’un changement conformationnel au niveau du 
phosphate du site de coupure, qui le met en position d'alignement 
pour l'attaque nucléophile par l'atome O2’ du résidu C-17 
(Fig. 31-54b et 31-55). En fait, des changements de conformation 
analogues avaient été prévus par des simulations de dynamique 
moléculaire sur le ribozyme en tête de marteau, en se basant sur la 
structure de son état fondamental. 


h. L’épissage se fait dans un spliceosome sous la 
dépendance de snRNP 


Comment les sites d'épissage sont-ils reconnus et comment les 
deux exons qui doivent être réunis sont-ils rassemblés? Une 
réponse partielle à cette question a été apportée par Joan Steitz en 
partant de l'hypothèse que la meilleure façon de reconnaître un 
acide nucléique est de le faire reconnaître par un autre acide 
nucléique. Le noyau des eucaryotes, on le sait depuis les années 
1960, contient de nombreuses copies de plusieurs ARN très conser- 
vés de 60 à 300 nucléotides appelés petits ARN nucléaires 
(SnARN pour « Small nuclear »), qui forment des complexes pro- 
téiques appelés petites particules 
nucléaires (snRNP ou « snurp »). Steitz s'aperçut que l'extrémité 
5" de l’un de ces SnARN, le SnARN-UI (appelé ainsi car membre 
d'une sous-famille de SnARN riches en U), est partiellement com- 
plémentaire de la séquence consensus des sites 5’ d’épissage. L'hy- 
pothèse selon laquelle Je SnARN-U1 reconnaît le site 5” d'épissage 
a été corroborée par le fait que l’épissage est inhibé par l'élimina- 
tion sélective des séquences du SnARN-UI complémentaires du 
site 5’ d'épissage ou par la présence d'anticorps anti-snRNP-U1 
(produits par des malades souffrant de lupus érythémateux, une 
maladie auto-immune souvent fatale). Trois autres snRNP égale- 
ment impliquées dans l’épissage sont la snRNP-U2, la snRNP-U4- 
U6 (où les SnRNA-U4 et U6 s'associent par appariement de 
bases), et la snRNP-US. 

L'épissage a lieu dans une particule de -45S encore mal carac- 
térisée, surnommée le spliceosome (Fig. 31-56). Le spliceosome 
rassemble un pré-ARNm, les snRNP citées ci-dessus et différentes 
protéines se fixant au pré-ARNm. Notez que le spliceosome, 
constitué de 5 ARN et de -65 polypeptides, a une taille et une 
complexité comparables à celles du ribosome (qui, chez E. coli est 
constituée de 3 ARN et de 52 polypeptides; Section 32-3A). Il 
était généralement admis que les constituants du spliceosome s'as- 
semblaient de novo sur chaque pré-ARNm substrat, mais John 
Abelson a récemment démontré que, du moins chez la levure, il 
s'agit d’un artefact dû à l’utilisation de fortes concentrations de 
sels non physiologiques. En fait, il semble que le spliceosome pré- 
assemblé s'associe d’un bloc avec le pré-ARNm. Le spliceosome 
est néanmoins une entité très dynamique dont les remaniements au 
cours de l’épissage sont consommateurs d'ATP. Par exemple, lors 
de la première réaction de transestérification qui produit la struc- 
ture en lasso (Fig. 31-49), le spliceosome subit une série complexe 
de réarrangcements aui sont schémartigés danse la Fig 31-57 De 


FIGURE 31-56 Micrographie électronique de spliceosomes en action. 
Un gène de Drosophila de -6kb de long entre par le coin supérieur 
gauche de la micrographie et sort par le coin inférieur droit. La transcrip- 
tion commence près du point marqué par un astérisque. La chaîne nais- 
sante d'ARN forme des microfibrilles de longueurs croissantes qui par- 
tent de l'ADN. Les transcrits subissent un épissage cotranscriptionnel 
comme le montre la formation progressive, puis la perte des boucles d'in- 
trons près de l'extrémité 5’ des ARN transcrits (flèches). Les billes à la 
base de chaque boucle d'intron, de même que d'autres qui sont situées 
sur les transcrits, sont des spliceosomes. La grande flèche pointe vers un 
transcrit près de l'extrémité 3’ du gène qui n'est plus attaché à la matrice 
d'ADN et qui semble donc être terminé depuis peu et avoir été libéré. La 
barre d'échelle a une longueur de 200nm. [Avec l'aimable autorisation de 
Ann Beyer et Yvonne Osheim, Université de Virginie.] 


même, d'importants réarrangements sont nécessaires pour effec- 
tuer la deuxième réaction de transestérification et pour recycler le 
spliceosome, en vue de réactions d'épissage ultérieures. 

On avait pensé au départ que les réactions d'épissage étaient 
catalysées par des protéines, mais leur ressemblance chimique 
avec les réactions effectuées par les introns auto-épissables de 
groupe II font penser, comme nous l'avons déjà dit plus haut, 
que ce sont les SnARN qui catalysent l'épissage des pré-ARNm 
(Les introns des pré-ARNm ont des séquences tellement 
variables en dehors de leurs sites d'épissage et de leur site de 
branchement, qu'il est peu probable qu'il jouent un rôle actif 
dans l'épissage). En effet, James Manley a montré qu'en l'ab- 
sence de protéines, des segments des SnARN-U2 et U6 cataly- 
sent une réaction dépendante de Mg?*, qui ressemble à la pre- 
mière étape de transestérification, sur un ARN intronique 
contenant un site de branchement. 
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Section 31-4. Maturation post-transcriprionnelle 
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FIGURE 31-57 Représentation schématique des six réarrangements 
que doit subir le spliceosome lors de la première étape de transestéri- 
fication de l’épissage d’un pré-ARNm, L'ARN a un code couleur qui 
indique les segments qui vont s'apparier. Les lignes noires et vertes 
représentent les snARN et le pré- ARNm, BBP est la protéine de liaison 
au point de branchement. US, qui participe à la seconde réaction de tran- 
sestérification a été laissé de coté pour plus de clarté. (1) Échange de U1 
contre U6 qui s'apparie au site 5’ d'épissage de l'intron. (2) Échange de 
BBP contre U2 qui se lie au site de branchement de l'intron. (3) Réarran- 


gement intramoléculaire de U2. (4) Désappariement d'une tige appariée 
entre U4 et U6 pour former une tige-boucle dans U6. ($) Désappariement 
d'une deuxième tige entre U4 et U6 pour former une tige entre U2 et U6. 
(6) Désappariement d'une tige de U2 pour former une deuxième tige 
entre U2 et U6. L'ordre de ces réarrangements n'est pas clair. La réaction 
de transestérification est représentée par une flèche allant du résidu A 
dans le segment jaune du pré-ARNm (schéma de droite) vers l'extrémité 
3" de l'exon en 5’. (D'après Staley, J.P., et Guthrie, C., Cell 92, 315 
(1998).] 
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i. L'épissage nécessite aussi des facteurs d'épissage 

Différentes protéines, appelées facteurs d'épissage, participent 
également à la réaction d'épissage mais ne sont pas des facteurs 
intrinsèques du spliceosome. Parmi elles, citons la protéine de 
liaison au point de branchement [BBP, aussi appelée SFI (spli- 
cing factor 1)] et la protéine auxiliaire de la snRNP-U2 (U2AF 
pour « U2-snRNP auxiliary factor »), qui aide à la sélection du 
point de branchement de l'intron. U2AF se fixe à une séquence de 
polypyrimidines située en amont du site 3” d'épissage (Fig. 31-49 
et 31-57), La structure par RMN d'un complexe entre un fragment 
de 131 résidus se liant à l'ARN, issu de la protéine BBP de 638 
résidus, et un ARN de 11 nucléotides contenant un point de bran- 
chement, a été déterminée par Michael Sattler. Elle montre que 
l'ARN a une conformation allongée et est en grande partie enfoui 
dans un sillon bordé de résidus aliphatiques et basiques (Fig. 31- 
58). L'adénosine du point de branchement, dont la mutation 
empêche la fixation de BBP. est profondément enfouie et se fixe à 
BBP par des liaisons hydrogène qui miment une paire de bases 
avec l'uracile, 

D'autres facteurs d'épissage sont, par exemple, les protéines 
SR et d'autres membres de la famille des ribonucléoprotéines 
nucléaires hétérogènes (hnRNP). Les protéines SR ont toutes un 
ou plusieurs domaines RRM près de leur extrémité N-terminale et 
un domaine RS distinctif C-terminal riche en résidus Ser et Arg 
(SR) qui participe à des interactions protéine-protéine, Les pro- 
téines SR se fixent de façon spécifique à des activateurs exoniques 
d'épissage (ESE) pour recruter la machinerie d'épissage aux sites 
5” et 3” d'épissage bordant cet exon. Les protéines des hnRNP sont 
des protéines très abondantes qui se fixent à l'ARN, elles n'ont pas 
de domaine RS, nous allons maintenant étudier leurs fonctions. 

Une interprétation simpliste de la Fig. 31-49 laisserait penser 
que n'importe quel site 5” d'épissage pourrait être joint à n'importe 


3' N 


quel site 3” d'épissage situé en aval de lui, ce qui entraînerait l'éli- 
mination de tous les exons situés entre eux deux, ainsi que des 
introns intercalés entre ces exons. Pourtant, il n'y a normalement 
pas de « saut d'exon » de ce type (voir cependant plus loin). En 
fait, tous les introns du pré-ARNm sont excisés individuellement 
selon un ordre qui semble en grande partie fixé et qui se fait plus 
où moins dans une direction 5° — 3”, Cela est dû, au moins en par- 
tie, au fait que l’épissage est co-transcriptionnel. Ainsi, lorsqu'un 
exon nouvellement synthétisé émerge de la RNAP IT, les facteurs 
d'épissage s’y fixent, ceux-ci sont d'ailleurs également fixés au 
domaine C-terminal phosphorylé de la RNAP II (CTD; Sec- 
tion 31-2E). L'exon, avec le spliceosome qui lui est associé, est 
ainsi arrimé au domaine CTD de façon à assurer son épissage avec 
l'exon suivant qui émergera de la RNAP IL. 


j. Les structures spliceosomiales 

Les quatre snRNP impliquées dans l'épissage des pré-ARNm 
contiennent le même cœur de protéines appelé cœur protéique 
snRNP. Il comporte sept protéines Sm (appelées ainsi parce 
qu'elles réagissent avec des anticorps auto-immuns de sérotype 
Sm de patients atteints de lupus érythémateux systémique). On les 
nomme protéines B/B, D,, D,, D, E, F et G [B et B’ sont les pro- 
duits d'un seul gène à la suite d'un épissage alternatif (voir plus 
loin) et ne diffèrent l'une de l'autre que par leurs 11 résidus C-ter- 
minaux]. Chacune de ces protéines Sm contient deux segments 
constants, Sml et Sm2, séparés par un segment de jonction de lon- 
gueur variable. Les sept protéines Sm se lient ensemble à une 
séquence conservée de l'ARN, le motif d'ARN Sm, que l'on 
trouve dans les snARN-U1, U2, U4 et US, et dont la séquence 
simple brin est AAUUUGUGG. Cependant, en l'absence d'un 
SnARN-U, les protéines Sm forment trois complexes stables 
constitués respectivement de D, et D,, de D, et B/B° et de E, F et 


FIGURE 31-58 Structure par RMN de la partie de la protéine BBP 
humaine se fixant au point de branchement de l'ARN, complexée 
avec son ARN cible, L'ARN de 11 nt a la séquence 5'-UAUACUAA- 
CAA-7', dans laquelle on a souligné la séquence du site de branchement, 
valable pour la levure et les vertébrés. L'ARN est en modèle compact 
avec les atomes C en vert, N en bleu foncé, O en rouge et P en rose, 
mais les atomes C de l'adénine du point de branchement sont en jaune et 
l'atome O2” du point de branchement est en bleu clair. [D'après une 
structure par RMN de Michael Sattier, Laboratoire Européen de Biologie 
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FIGURE 31-61 Structure de la snRNP-U1 à une résolution de 10 À 
basée sur des données de microscopie électronique. (4) La structure 
secondaire présomptüive du snARN-UT avec les positions de fixation des 
protéines U1-70K et UI-A. (b) Silhouette de La snRNP-UTI en bleu pâle, 
avec le composant en anneau du cœur de protéines Sm en jaune (il est vu 
de l'autre coté par rapport à la Fig. 31-60) et le snARN-U1 coloré 
comme dans la partie 4. (e) Le snARN-UT coloré comme dans la 

partie a. [Avec l'aimable autorisation de Holgar Stark, Institut Max 
Planck de Chimie Biophysique, Gottingen, RFA.] 


U1-70K. UI-A et UI-C, La structure secondaire prédite pour le 
snARN-Ul de 165 nt (Fig. 31-614) contient cinq tiges en double 
hélice, dont quatre se rejoignent à un point de jonction en croix. 
Les protéines U1-70K et UI-A se fixent respectivement directe- 
ment aux tiges boucles 1 et Il de l'ARN, tandis que UI-C se fixe 
aux autres protéines. 

L'image de la snRNP-U1 d'après des images de microscopie 
électronique à une résolution de 10 À (Fig 31-614) est due à Hol- 
gar Stark et Lührmann. Sa caractéristique la plus remarquable est 
un corps en forme d'anneau d'un diamètre de 70 à 80 À percé au 
centre d'un trou en forme d'entonnoir qui correspond tout à fait au 
modèle du cœur de protéines Sm de la Fig. 31-60. La nature des 
protéines sur les différentes protubérances de la snRNP-UI a été 
déduite d'expériences de fixation et de liaisons covalentes, ainsi 
que de micrographies électroniques de snRNP-UI dépourvues des 
protéines U1-A ou U1-70K. Les positions des différents éléments 
structuraux du snARN-U1 (Fig. 31-616), qui ont été déduites sur 
la base des interactions protéines-ARN connues, indiquent que le 
motif ARN-Sm, passe en fait à travers le trou central du cœur des 
protéines Sm. 


k. L'importance de l’épissage des pré-ARNm 
L'analyse de l'ensemble des séquences d'ADN connues montre 
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ryotes, qu'ils sont rares chez les eucaryotes inférieurs comme la 
levure (qui a en tout 239 introns dans ses -6000 gènes et, à part 
deux exceptions, un seul intron par polypeptide codé), et qu'ils 
sont abondants chez les eucaryotes supérieurs (les seuls gènes 
structuraux des vertébrés sans introns sont ceux codant les histones 
et les protéines antivirales appelées interférons). Les introns des 
pré-ARNm peuvent, comme nous l'avons déjà vu, être fort long et 
beaucoup de gènes en contiennent un grand nombre. Par consé- 
quent, les séquences non exprimées représentent -80 % d'un gène 
structural quelconque de vertébré et plus de 99% pour quelques 
uns d'entre eux. 

L'argument selon lequel les introns ne seraient que des para- 
eîtee mnléoulaires lismk MNIA » AMN manmballs…\ ne enmbla nae 
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d'un épissage alternatif. C'est peut être une explication rationnelle 
de la distorsion entre les quelques 30000 gènes identifiés dans le 
génome humain (Section 7-2B) et les estimations antérieures qui 
tablaient sur un contenu de 50 000 à 140000 gènes structuraux. 

La variation au niveau de l'ARNm peut prendre différentes 
formes. Des exons peuvent être retenus ou sautés dans un ARNm, 
les introns peuvent être excisés ou conservés, et les positions des 
sites 5” et 3” d'épissage peuvent être déplacées pour produire des 
exons plus courts ou plus longs. Des modifications du site d'ini- 
tiation de la transcription et/ou du site de polyadénylation peuvent 
aussi contribuer à la diversité des ARNm transcrits à partir d’un 
seul gène. Un exemple particulièrement frappant est celui de la 
protéine DSCAM de Drosophila, qui sert au développement neu- 
ronal. Elle est codée par 24 exons dont 12 sont des variants 
mutuellement exclusifs de l'exon 4, 4$ des variants mutuellement 
exclusifs de l'exon 6, 33 des variants mutuellement exclusifs de 
l'exon 9, et 2 des variants mutuellement exclusifs de l'exon 17 (on 
parle alors d'exons cassettes), On a ainsi un total de 38016 
variants possibles de cette protéine (à comparer aux -13 000 gènes 
identifiés dans le génome de Drosophila). Bien qu'on ne sache pas 
si tous les variants possibles de DSCAM sont produits, des faits 
expérimentaux indiquent que le gène Dscam en exprime de nom- 
breux milliers. 11 est évident que le nombre de gènes du génome 
d'un organisme ne fournit pas à lui seul une estimation correcte de 
la diversité de ses protéines. On a en effet estimé que chaque gène 
structural humain coderait trois protéines différentes. 

Au niveau des protéines exprimées, les types de changements 
dus à l'épissage alternatif concernent l'ensemble du spectre de 
leurs propriétés et de leurs fonctions. W peut y avoir délétion ou 
insertion de domaines fonctionnels complets mais aussi d’un seul 
résidu d'acide aminé, il peut aussi y avoir insertion d'un codon 
d'arrêt qui tronque le polypeptide exprimé. Des variations d'épis- 
sage peuvent, par exemple, contrôler soit la nature soluble ou liée 
à une membrane, soit la possibilité d'être phosphorylé par une 
Kinase donnée, soit la localisation subcellulaire où sera adressée la 
protéine, soit la possibilité pour un enzyme de fixer un effecteur 
allostérique particulier, soit enfin l'affinité avec laquelle un récep- 
teur fixera un ligand. Des changements dans l'ARN, notamment 
dans les régions non codantes, peuvent aussi influencer sa vitesse 
de traduction et sa susceptibilité à être dégrader. Du fait que la 
sélection de sites alternatifs d'épissage est à la fois spécifique du 
tissu et du stade de développement, le choix des sites doit être 
étroitement régulé, aussi bien dans l'espace que dans le temps. En 
fait, -15 % des maladies génétiques humaines sont causées par des 
mutations ponctuelles entraînant des défauts d'épissage du pré- 
ARNm. Certaines de ces mutations détruisent des sites fonction- 
nels, ce qui provoque l'activation de sites cryptiques d’épissage 
proches, préexistants. D'autres mutations génèrent de nouveaux 
sites d'épissage qui sont utilisés au lieu des sites normaux. De 
plus, la progression tumorale est corrélée avec des changements de 
concentration de protéines impliquées dans la sélection de sites 
alternatifs d'épissage. 

Comment les sites alternatifs d'épissage sont-ils sélectionnés ? 
Les exemples les mieux compris de ce type de processus font par- 
tie des voies responsables de la détermination du sexe de Droso- 
phila, nous allons en étudier deux : 


1. L'exon 2 du pré-ARNm de transformer (tra) contient deux 
sites 3” d'épissage alternatifs (à la fin de l'intron 1 qui sera excisé). 


et le site distal (le plus loin de l'exon 1) est utilisé chez les femelles 
(Fig. 31-63a). La région entre ces deux sites contient un codon 
d'arrêt (UAG). Chez les mâles, le facteur d'épissage U2AF se fixe 
au site 3” d’épissage proximal et on obtient un ARNm contenant 
ce codon d'arrêt prématuré, cet ARN dirige la synthèse d'une pro- 
téine TRA tronquée et donc non fonctionnelle. Chez les femelles, 
par contre, on a fixation sur ce site 3” d’épissage proximal de la 
protéine SXL, produit du gène sex-lethal (sxl), qui n’est exprimé 
que chez les femelles. La protéine U2AF est ainsi empêchée de se 
fixer et va plutôt se fixer sur le site 3” d'épissage distal, ce qui 
entraîne l'excision de la séquence contenant le codon UAG et 
induit la synthèse d'une protéine TRA fonctionnelle. 

2. Dans le pré-ARNm de doublesex (dsx), les trois premiers 
exons sont épissés de façon constitutive (permanente) chez les 
mâles comme chez les femelles. Le site de branchement situé en 
amont de l'exon 4 a une séquence de polypyrimidines sous-opti- 
male à laquelle la protéine U2AF ne se fixe pas (Fig. 31-63b), 
Ainsi, chez les mâles, l'exon 4 n'est pas inclus dans l'ARNm dsx, 
cela entraîne la synthèse d'une protéine DSX-M spécifique des 
mâles, qui sert de répresseur des gènes spécifiques des femelles. 
Par contre, chez les femelles, la protéine TRA est à l’origine de la 
fixation coopérative de la protéine SR RBP1 et de la protéine res- 
semblant aux protéines SR, TRA2 [le produit du gène rransfor- 
mer 2 (tra-2)], sur six copies d’un activateur d'épissage exonique 
(ESE) situées dans l'exon 4. Ce complexe hétérotrimérique attire 
la machinerie d'épissage sur le site 3° d'épissage en amont de 
l'exon 4 et entraîne son inclusion dans l'ARNm dsx. La protéine 
spécifique des femelles DSX-F que l'on obtient est un répresseur 
des gènes spécifiques des mâles. 


Ainsi, la synthèse d’une protéine TRA fonctionnelle nécessite la 
répression d'un site d’épissage, tandis que la synthèse d’une pro- 
téine DSX-F, spécifique des femelles, nécessite l'activation d'un 
site d'épissage. Des mécanismes similaires de sélection des sites 
alternatifs d'épissage ont été identifiés chez les vertébrés. 


n. Les introns AU-AC sont excisés par un nouveau 

spliceosome 

Une petite fraction des introns (0,3%) commencent par un 
dinucléotide AU à leur extrémité 5” plutôt que GU et se terminent 
en 3° par AC plutôt que par AG, ils sont cependant excisés via une 
structure en lasso impliquant un nucléotide A interne de l'intron. 
Ces introns nommés introns AU-AC (ou encore introns AT-AC 
d'après leur séquence dans l’ ADN), que l'on trouve chez des orga- 
nismes aussi variés que Drosophila, les plantes ou l'être humain, 
sont excisés par un nouveau spliceosome appelé spliceosome AU- 
AC (ou spliceosome AT-AC), qui a la même snRNP-US que le 
spliceosome majeur (GU-AG) et trois autres snRNP : U11, U12 et 
Udatac-U6atac, qui sont différentes de U1, U2 et U4-U6 mais de 
structure et de fonction analogues à celles-ci, Curieusement, tous 
les gènes qui contiennent des introns AU-AC contiennent aussi de 
nombreux exons de classe majeure. De plus, il n'y a pas de 
conservation de la longueur et de la position des introns AU-AC 
dans les gènes qui les contiennent. La signification fonctionnelle 
et évolutive du spliceosome et des introns AU-AC reste donc obs- 
cure. 


o. Le trans-épissage 
Les types d'épissage que nous avons étudiés jusqu'à présent se 


FIGURE 31-63 Mécanismes de sélection des sites d'épissage alterna- 
tifs dans les voies de détermination du sexe chez Drosophila, tels que 
décrits dans le texte. Dans toute la figure, les exons sont représentés pur 


des rectangles colorés et les introns par des lignes gris pâle, (a) Épissage 
altermatif du pré-ARNm tra. UAG est un codon d'arrêt. (b) Épissage 
altematif du pré-ARNm dix, Les six ESE (activateurs exoniques d'épis- 


épissage (ou épissage en cis). La chimie du cis-épissage spliceo- 
somal est cependant identique à ce qu'elle serait si les deux exons 
à rassembler résidaient initialement sur deux molécules d'ARN 
différentes, on parle alors de trans-épissage (ou épissage en trans). 
C'est ce qui se passe chez les trypanosomes (un protozoaire kiné- 
toplastidé, responsable de la maladie du sommeil africaine). Les 
ARNm de trypanosome commencent tous par la même séquence 
de tête (leader sequence) non codante de 35 nt, bien que cette 
séquence soit absente des gènes correspondant à ces ARNm. En 
fait, cette séquence fait partie de ce qu'on appelle l'ARN SL (spli- 
ced leader), qui est transcrit à partir d'un gène indépendant. Le site 
5’ d'épissage situé après la séquence de tête de l'ARN SL et le site 
de branchement ainsi que le site 3° d'épissage qui précèdent la 
séquence de l’exon auquel l'ARN SL sera épissé ont les mêmes 
séquences consensus que celle trouvées dans les ARN épissés par 
le spliceosome majeur. Par conséquent, la séquence de tête de 
l'ARN SL et le pré-ARNm sont joints par une réaction d'épissage 
qui ressemble à la réaction de cis-épissage spliceosomial (Fig. 31- 
49) avec la différence que le produit de la première réaction de 
transestérification a forcément une forme de Y plutôt que de lasso 
(Fig. 31-64). Les trypanosomes, dont les pré-ARNm n'ont pas 
d'introns, possèdent néanmoins les snRNP U2 et U4-U6 mais pas 
de snRNP U1, ni US. En fait, on pense que l'ARN SL se replie à 
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sage) de l'exon 4 sont indiqués par des rectangles verts et S représente la 
machinerie d'épissage. Chez les femelles, la polyadénylation (pA) de 
l'ARNm de dsx a lieu en aval de l'exon 4, tandis que chez le mâle elle se 
fait en aval de l'exon 6, [D'après un dessin de Maniatis, T. et Tasic, B.. 
Nature 418, 236 (2002).] 


et un motif de type ARN Sm simple brin (Fig. 31-6la). Cette struc- 
ture remplirait les fonctions du sn ARN-U1 lors de la réaction de 
trans-épissage. 

On a montré que le trans-épissage existe aussi chez les néma- 
todes (vers ronds ; par ex. C. elegans) et chez les plathelminthes. 
Ces organismes effectuent également le cis-épissage et font bien 
sûr les deux types d'épissage sur un même pré-ARNm. Il existe 
aussi plusieurs publications relatant l'existence du trans-épissage 
chez Drosophila et chez quelques vertébrés, mais même si cela se 
produit, cela se limite à quelques pré-ARNm et à un taux très 
faible. 


p. L'ARNm est méthylé sur certains résidus adénylates 

Pendant la synthèse des pré-ARNm de vertébrés, ou peu après 
celle-ci, -0,1 % de leurs résidus À sont méthylés en N6. Ces m°A 
se trouvent, pour la plupart, dans la séquence RRm°ACX, où X est 
rarement G. Bien que la signification fonctionnelle de ces A 
méthylés soit inconnue, il faut remarquer que la plupart d'entre 
eux se retrouvent dans les ARNm matures. 


q. Les protéines des hnRNP recouvrent l'ARN 


Durant leur séjour dans le noyau, les hnARN (pré-ARNm) sont 
éirnitement acenrile à de nnomlimmunernce nentéinne Aiférentse Cor. 
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Pré-ARNm 


3° 

Exon Intron 
FIGURE 31-67 Reconnaissance des sites d'édition par ADAR. Aussi 
bien ADARI que ADARZ se fixent à un ARN double brin de 9 à 15 pb 
qui se forme entre le site d'édition (en orange) sur un exon du pré- 
ARNMm et une séquence complémentaire du site d'édition (ECS, en rase) 
qui est souvent située dans un intron en aval (en brun). A représente 
l'adénosine que ADAR (en vert) convertit en inosine, [D'après Keegan, 
L.P., Gallo, À., et O'Connell, M.A., Nature Rev. Genet. 2, 869 (2001).] 


taire en général située dans un intron en aval (Fig. 31-67). L'édi- 
tion par les protéines ADAR doit donc précéder l'épissage. 

L'édition par substitution peut contribuer à la diversité pro- 
téique. Par exemple, le pré-ARNm de Drosophila cacophony qui 
code pour une sous-unité d'un canal à Ca?* voltage-dépendant, 
contient dix sites d'édition par substitution différents et a donc la 
possibilité de générer 1000 isoformes différentes en l'absence 
d'épissage alternatif. 

L'épissage par substitution peut aussi générer des sites d'épis- 
sage alternatif, Par exemple, La protéine ADAR2 de rat édite son 
propre pré-ARNm en convertissant un dinucléotide intronique AA 
en AI, qui mime le dinucléotide AG que l'on trouve normalement 
aux sites 3” d'épissage (Fig. 31-49). Le nouveau site d'épissage 
formé ajoute 47 nucléotides près de l'extrémité 5” de l'ARNm de 
ADAR?, ce qui génère un nouveau site d'initiation de la traduc- 
tion. L'isozyme ADAR2 qui en résulte a une activité catalytique 
mais il est produit en plus faible quantité que celui dû au transcrit 
non édité, peut-être parce que le site d'initiation de la traduction 
est moins efficace. Il semble donc que la protéine ADAR2 de rat 
régule son propre taux d'expression. 

La protéine ADARI contient un domaine N-terminal de liaison 
à l'ADN-Z, Zab, qui est composé de deux sous-domaines, Za et 
ZB. Nous avons vu que dans la structure par rayons X de Za com- 
plexé à de l'ADN-Z (Fig, 29-5), Zu se fixe à l'ADN-Z via des com- 
plémentarités de surface indépendantes de la séquence (Section 29- 


négatif de l'ADN, juste derrière l'ARN polymé- 
rase, stimule la formation transitoire d'ADN-Z (rappelons que 
l'ADN-Z est une hélice de pas à gauche), Alexander Rich a émis 
l'hypothèse que le domaine Zab dirige ADARI vers des gènes en 
cours de transcription. Cela faciliterait une édition A —> 1 rapide, 
car elle doit avoir lieu avant que la réaction d'épissage n'ait eu lieu. 


t. L'interférence d'ARN 

Dans les dernières années, il est devenu de plus en plus évident 
que des ARN non codants peuvent jouer des rôles importants dans 
le contrôle de l'expression génique. L'une des premières indica- 
tions de ce phénomène est apparue lorsque Richard Jorgensen a 
tenté de produire par génie génétique des pétunias d'un violet plus 
intense en introduisant des copies sumuméraires du gène qui dirige 
la synthèse du pigment violet. De façon surprenante, les plantes 
transgéniques obtenues avaient des fleurs panachées de blanc et 
souvent complètement blanches. Apparemment, quelque chose 
donnait aux gènes responsables de la couleur violette, la capacité 
de s'éteindre les uns les autres. De même, on sait bien qu'un ARN 
antisens (un ARN qui est complémentaire d'au moins une partie 
d'un ARNm) empêche la traduction de l'ARNm correspondant 
parce que le ribosome ne peut pas traduire un ARN double brin 
(Section 32-4E). Cependant, l'injection d'ARN sens (ARN ayant 
la même séquence qu'un ARNm) chez le nématode C. elegans 
bloque également la production de protéines. Du fait que l'ARN 
ajouté interfère d'une façon ou d’une autre avec l'expression du 
gène, ce est connu sous le nom d'interférence d'ARN 
[ARN|i, extinction de gène post-transcriptionnelle (PTGS, post- 
transcriptional gene silencing) chez les plantes]. On sait mainte- 
nant que l'interférence d'ARN/PTGS existe chez tous les euca- 
ryotes sauf, peut-être chez la levure. 

Le mécanisme de l'interférence d'ARN a commencé à être 
compris en 1998, lorsque Andrew Fire et Craig Mello ont montré 
qu'un ARN double brin (ARNdb) était nettement plus efficace 
pour l'interférence d'ARN chez C, elegans que chacun des deux 
brins qui le compose. L'interférence d'ARN est induite par 
quelques molécules seulement d'ARNdb par cellule traitée, sug- 
gérant que le phénomène de l'interférence d'ARN est de nature 
catalytique plutôt que stœchiométrique. Des études ultérieures, en 
grande partie chez Drosophila, ont permis d'élucider les voies de 
l'interférence d'ARN décrites ci-dessous : 

1. Phillip Zamore a découvert que l'ARNdb déclenchant le 
phénomène est découpé en fragments d'ARNdb de -21 à 23 nt de 
long appelés petits ARN interférents (ARNsi). Chacun de leurs 
brins ayant une partie de 2 nt non appariés qui dépassent à l'ex- 
trémité 3” et possédant un groupement phosphate à l'extrémité 5”, 
Cette réaction est due à une ARNase consommant de l'ATP que 
l'on appelle Dicer, c'est un homodimère de sous-unités de 2249 
résidus appartenant à la famille des ARNase III qui sont des endo- 
nucléases spécifiques des ARN double brin. 

2. Un ARNsi est transféré dans un complexe de 250 à 500 kD 
formé de nombreuses sous-unités et appelé RISC (« RNA-induced 
silencing complex », complexe d'extinction induit par l'ARN), qui 
contient une endoribonucléase distincte de la Dicer. Le brin anti- 
sens de l'ARNsi guide le complexe RISC vers un ARNm possé- 
dant la séquence complémentaire. 

3. Le complexe RISC coupe l'ARNm, probablement en face 
de l'ARNsi qui lui est fixé. L'ARNm coupé est alors dégradé par 
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quatre tiges dont les bases sont appariées. Tous les ARNt ont une 
proportion importante de bases modifiées (dont les structures, les 
fonctions et les synthèses sont aussi étudiées dans la Sec- 
tion 32-2A) et chacun présente une séquence —CCA 3'-terminale, 
à laquelle l'acide aminé correspondant est lié, ce qui donne l'ami- 
noacyl-ARNt. L'anticodon (qui est complémentaire du codon qui 
spécifie l'acide aminé correspondant à l'ARNt) se trouve dans la 
boucle de la structure en feuille de trèfle à l'opposé de la tige 
contenant les nucléotides 5” et 3° terminaux. 

Le chromosome de E. coli contient -60 gènes d'ARNt. Cer- 
tains d'entre eux font partie des opérons d’ARNr (Section 31-4B) ; 
les autres sont répartis, souvent en groupes, sur tout le chromo- 
some. Les transcrits primaires d'ARNt, qui contiennent de une jus- 
qu'à quatre ou cinq copies d'ARNt identiques, ont des nucléotides 
excédentaires aux extrémités 3” et 5” de chaque séquence d'ARNt. 
L'excision et l'élimination de ces séquences d'ARNt ressemblent 
à celles effectuées sur les ARNr de E. coli (Section 31-4B) car les 
deux processus font intervenir certaines nucléases identiques. 


a. L'ARNase P est un ribozyme 

L'ARNase P, qui assure la formation des extrémités 5° des 
ARNt (Fig. 31-70), est une enzyme particulièrement intéressante 
car elle possède, chez E. coli, un composant ARN de 377 nucléo- 
tides (-125 KD contre 14 kD pour la sous-unité protéique de 119 
résidus) indispensable à l’activité enzymatique, On pensa tout 
d'abord, ce qui est tout à fait compréhensible, que l'ARN de l'en- 
zyme avait une fonction de reconnaissance du substrat ARN par 
appariement de hases, afin de guider ensuite la sous-unité pro- 
téique, supposée détenir la véritable activité nucléasique, jusqu’au 
site de clivage. Cependant, Sydney Altman a montré que le com- 
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FIGURE 31-74 Structure de l'ARN de l'ARNase P de B. subtilis. (a) 
Sa structure secondaire présomptive dans laquelle le domaine de spécifi- 
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posant ARN de l'ARNase P est, en fait, la sous-unité catalytique 
de l'enzyme, en démontrant que l'ARN de l'ARNase P exempte de 
protéine catalyse le clivage du substrat ARN, à fortes concentra- 
tions salines. Manifestement, le caractère basique de la protéine de 
l'ARNase P entraîne, aux concentrations salines physiologiques, la 
diminution des interactions répulsives entre le ribozyme polyanio- 
nique et les ARN substrats. L'idée que des quantités infimes res- 
tantes de la protéine de J'ARNase P seraient en fait responsables 
de l’activité catalytique de l'ARNase P a été écartée lorsqu'on a 
montré que l'ARN de l'ARNase P transcrit dans un système acel- 
lulaire, présente l'activité catalytique. L'activité ARNase P est 
trouvée chez les eucaryotes (noyaux, mitochondries et chloro- 
plastes) ainsi que chez les procaryotes, mais les ARNases P euca- 
ryotiques possèdent 9 à 10 sous-unités protéiques. L'ARNase P est 
donc responsable de l’une des activités ribozymatique que l'on 
trouve dans toutes les cellules vivantes, la deuxième étant associée 
aux ribosomes (Section 32-3D). 

On pense que l'ARNase P de 400 résidus de B. subtilis, dont 
la séquence est très différente de celle de E. coli, forme deux 
domaines ayant une structure secondaire (Fig. 31-74a): le 
domaine de spécificité, constitué des nucléotides 86 à 239, et le 
domaine catalytique correspondant au reste de la molécule. La 
structure par rayons X du domaine de spécificité a été déterminée 
par Alfonso Mondragén, elle présente une excellente cohérence 
avec les prédictions de structure secondaire (Fig. 31-74b), Elle 
comporte principalement deux faisceaux de tiges hélicoïdales tas- 
sées ensemble (P7-P10-P12 et P8-P9) qui se rejoignent à un point 
de jonction où les rejoint également un module au repliement inha- 
bituel (J11/12-J12/11) qui relie les tiges P11 et P12. L'analyse de 
la séquence montre que beaucoup des résidus conservés de ce 


différents segments sont de La même couleur que dans la partie a. [Avec 
l'aimable autorisation d'Alfonso Mondragén, Université de Northrwes- 
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D 
PROBLÈMES 


1. Indiquez les phénotypes des diploïdes partiels de £. coli suivants en 
fonction de l'inductibilité et des enzymes actives synthétisées. 
FPOLPVIPrOTT 
PPOZTITP'OZT 
FPOZTIEF 0'ET 

d. FPOLPITPOLZST 

2. Des mutants super-réprimés, /°, codent des répresseurs lac qui se 
lient à l'opérateur mais qui sont insensibles à la présence de l'inducteur. 
Indiquez les phénotypes des génotypes suivants en fonction de l'inductibi- 
lité et de la production d'enzyme. 

a O*Z* b. OZ: c.t*0*Z*1F 0° 2° 

3. Pourquoi des mutants £. coli lacZ" ne présentent-ils pas d'activité 
galactoside perméase après addition de lactose en l'absence de glucose ? 
Pourquoi des mutants fac Ÿ” n'ont-ils pas d'activité B-galactosidase dans 
les mêmes conditions ? 

4. Quel est l'avantage expérimental d'utiliser l'IPTG plutôt que le 1,6- 
allolactose comme inducteur de l'opéron lac? 

5. Indiquez la région —10, la région -35, et le nucléotide de départ sur 
le brin sens du promoteur de l'ARNt de E. coli représenté ci-dessous : 


ope 


$ CAACOTAACACTITACAGCGGCOCOTCATITGATATGATGCGCOCCCGCTICOCGATA 3 
Y GTTOCATIGOTGAAATOICOCTGUGCAGTAAACTATACTACGOGGGOOGAAGOOGCTAT 5° 


6. Pourquoi les £. coli diploïdes pour la résistance et pour la sensibi- 
lité à la rifamycine (rif“{rif") sont-ils sensibles à la rifamycine ? 

7. Quelle est la probabilité pour qu'une séquence d'ADN de 4026 
nucléotides codant pour la sous-unité B de l'ARN polymérase de E. coli 
soit transcrite avec la séquence de bases correcte ? Faites vos calculs avec 
les probabilités de 0,0001, 0,001, et 0,01 que chaque base soit transcrite de 
façon incorrecte, 


8. Lorsqu'un activateur transcriptionnel (enhancer) se trouve dans un 
plasmide et que le promoteur qui lui correspond se trouve dans un 
deuxième plasmide, qui est enchaîné (lié) au premier, l'initiation de la 
transcription est presque aussi efficace que lorsque l'activateur et le pro- 
moteur sont sur le même plasmide. Par contre, comment expliquez vous 
que l'initiation n'ait pas lieu quand les deux plasmides ne sont pas liés ? 

9. Quelle est la probabilité pour que la symétrie de l'opérateur lac soit 
purement accidentelle ? 

10. Pourquoi l'inhibition de l'ADN gyrase de E. coli inhibe-t-elle l'ex- 
pression des opérons sensibles aux catabolites ? 

11. Décrivez la transcription de l'opéron #rp en l'absence de ribosomes 
actifs et de tryptophane. 

12. Pourquoi la transcription chez les eucaryotes ne peut-elle pas être 
régulée par atténuation ? 

13. Charles Yanofsky et ses collaborateurs ont synthétisé un ARN de 
15 nucléotides complémentaire du segment 1 de l'ARNm de la région #rpL 
(mais seulement partiellement complémentaire au segment 3), Quel est son 
effet sur la transcription in virro de l'opéron 1rp ? Quel est son effet si la 
région #rpL présente une mutation dans le segment 2 qui déstabilise la 
tige 2-3 et sa boucle ? 

14. Pourquoi les mutants re/A” ne peuvent-ils pas assurer la transcrip- 
tion in vivo des opérons his et trp? 

15. Pourquoi les transcerits primaires des ARNr ne sont-ils pas obser- 
vés dans la souche sauvage de E. coli? 

16. Pourquoi les ribozymes en tête de marteau ne peuvent-ils pas cata- 
lyser le clivage d'ARNsb? 


N—H O+-. 
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Cytosine Adénine 


(b) H 
F” X-H a 
L°A nes 8 /4 RES (À \ 
\—/ N—/ N 


Adénine Hypoxanthine Cytosine 
FIGURE 32-3 Désamination oxydative en présence d'acide nitreux. 
{a) La cytosine est transformée en uracile, qui s'apparie avec l'adénine. 
(b) L'adénine est transformée en hypoxanthine, un dérivé de la guanine 
(il lui manque le groupe 2-amino de la guanine) qui s'apparie avec la 
cytosine. 


les possibilités de botulisme, intoxication alimentaire souvent fatale 
provoquée par l'ingestion de neurotoxines protéiques sécrétées par la 
bactérie anaérobie Clostridium botulinum (Section 12-4D). 


L'hydroxylamine (NH,OH) induit aussi des transitions G°C — 

A:T en réagissant spécifiquement avec la cytosine pour la trans- 

former en un composé qui s'apparie avec l'adénine (Fig. 32-4), 
L'utilisation d'agents alkylants comme le diméthyl sulfate, la 


moutarde azotée, et l'éthylnitrosurée 
CH; CHy— Cl | CH; — CH 
HyC—N HN—C—N 
Moutarde azotée Ethylnitrosurée 


provoque souvent des transversions. L'alkylation de la position N7 
d'un nucléotide purique entraîne sa dépurination ultérieure. La 
brèche résultante est comblée par un système de correction pro- 
ducteur d'erreurs (Section 30-SD). Si le nucléotide purique man- 
quant est remplacé par un nucléotide pyrimidique, il y a transver- 
sion. La réparation de l'ADN endommagé par les rayons UV peut 
aussi être à l’origine de transversions. 


b. Les mutations par insertion/délétion sont causées par 
des agents intercalants 
Les mutations par délétionlinsertion peuvent être obtenues en 
traitant l'ADN par des agents intercalants comme l'acridine 
orange ou la proflavine (Section 6-6C). La distance entre deux 
paires de bases consécutives est multipliée par deux après interca- 
lation d’une telle molécule entre elles. La réplication de cet ADN 
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FIGURE 32-4 En présence d'hydroxylamine, la cytosine est transfor- 
mée en un dérivé qui s'apparie avec l'adénine. 


déformé amène parfois l'insertion ou la délétion d'un ou de plu- 
sieurs nucléotides dans le nouveau polynucléotide synthétisé. Les 
insertions ou délétions de longs segments d'ADN résultent géné- 
ralement de crossing-over aberrants ; Section 34-2C). 


B. Les codons sont des triplets 


En 1961, Francis Crick et Sydney Brenner, en faisant des 
recherches génétiques sur le caractère alors inconnu des mutations 
induites par la proflavine, démontrèrent que les codons sont des tri- 
plets. Dans le bactériophage T4, une mutation particulière provo- 
quée par la proflavine, appelée FCO, apparaît dans le cistron r/1B 
(Section 1-4E), La croissance de ce phage mutant sur un hôte per- 
missif (£. coli B) provoquait parfois l'apparition spontanée de 
phages à phénotype sauvage comme le démontrait leur faculté à 
croître sur un hôte restrictif /E. coli K12{À): rappelez vous que les 
mutants r/{B forment de grandes plaques caractéristiques sur 
E. coli B mais qu'ils ne peuvent lyser E. coli KI(A): Sec- 
tion 1-4E]. Cependant, ces phages doublement mutés n'ont pas le 
génotype sauvage ; l'infection simultanée d'un hôte permissif par 
l'un d'entre eux et par un vrai phage de type sauvage donne des 
descendants recombinants qui ont soit la mutation FCO, soit une 
nouvelle mutation appelée FCI. Ainsi, le phage à phénotype sau- 
vage est, en fait, un double mutant qui porte FCO et FCI. Ces deux 
gènes sont donc suppresseurs l'un de l'autre : en d'autres termes, 
ils annulent réciproquement leurs propriétés de mutant. De plus, 
comme ils se trouvent tous les deux dans le cistron rilB, ce sont 
des suppresseurs intragéniques mutuels (suppresseurs dans le 
même gène). 

On obtient des résultats semblables en traitant FC1 de manière 
identique à celle décrite pour FC0: on a apparition d'un nouveau 
mutant, FC2, qui est un suppresseur intragénique pour FCI, En 
répétant cette technique de nombreuses fois, Crick et Brenner 
obtinrent une série de mutants rl/B différents, FC3, FC4, FCS, 
etc. où chaque mutant FC(n) est un suppresseur intragénique de 
son prédécesseur FC(n — 1). De plus, des études de recombinaison 
montrèrent que des mutations à nombre impair sont des suppres- 
seurs intragéniques de mutations à nombre pair, mais que ni des 
associations de mutations différentes à nombre impair ni des asso- 
ciations de mutations différentes à nombre pair ne se suppriment. 
Cependant, des recombinants porteurs de trois mutations à nombre 
impair ou de trois mutations à nombre pair ont tous le phénotype 
sauvage. 


TABLEAU 32-1 Incorporation d'acides aminés stimulée par un 
copolymère irrégulier de U et de G dans un rapport molaire 
0,76:0,24 


Probabilité Quantité relative 
d’ Incidence“ Acide d'acide aminé 

Codon incorporation relative aminé incorporé 
UUU 0,44 100 Phe 100 
UUG 0,14 32 Leu 36 
UGU 0,14 32 Cys 35 
GUU 0,14 32 Val 37 
UGG 0,04 9 Trp 14 
GUG 0,04 9 

GGU 0,04 9 Gly 12 
GGG 0,01 2 


#L'incidence relative est égale, dans ce cas, à 100 X probabilité d'incorpora- 
tion/0,44, 

Source : Matthaci, J.H., Jones, O.W., Martin, R.G., et Nirenberg, M. Proc. 
Natl. Acad. Sci. 48, 666 (1962). 


expériences semblables réalisées avec du poly(A) et du poly(C), on 
trouva respectivement de la poly(Lys) et de la poly(Pro) synthéti- 
sées. Donc, AAA spécifie Lys et CCC spécifie Pro. [Le poly(G) ne 
peut être utilisé comme messager synthétique car même dans des 
conditions dénaturantes, il forme des agrégats d'hélices à 4 brins 
(Section 30-4D). Un ARNm doit être simple brin pour diriger sa 
traduction ; Section 32-2D.] 

Nirenberg et Ochoa, chacun de leur côté, utilisèrent des copo- 
lymères nucléotidiques pour continuer l'élucidation du code géné- 
tique. Par exemple, dans un poly(UG) avec 76 % de U et 24 % de 
G, la probabilité pour qu'un triplet donné soit UUU est 0,76 x 0,76 
X 0,76 = 0,44. De même, la probabilité pour qu'un triplet formé de 
2U et de 1G (soit, UUG, UGU, ou GUU) est 0,76 x 0,76 x 0,24 = 
0,14, L'utilisation du poly(UG) comme ARNm indique par consé- 
quent les compositions en bases, mais pas les séquences des 
codons spécifiant plusieurs acides aminés (Tableau 32-1). Grâce à 
l'utilisation de copolymères contenant 2, 3 et 4 bases, on peut 
déduire les compositions en bases des codons spécifiant chacun 
des 20 acides aminés . De plus, ces expériences démontrèrent que 
le code génétique est dégénéré car, par exemple, le poly{UA), le 
poly UC) et le poly{UG) dirigent tous l'incorporation de Leu dans 
un polypeptide. 


b. Le code génétique a été élucidé par des mesures de 
liaison de triplets et par l’utilisation de 
polyribonucléotides de séquences connues 
En l'absence de GTP, indispensable à la synthèse protéique, 

les trinucléotides mais pas les dinucleotides, sont presque aussi 

efficaces que l'ARNm pour provoquer la liaison d'ARNt spéci- 
fiques au ribosome. Ce phénomène, découvert par Nirenberg et 

Philip Leder en 1964, permit d'identifier les différents codons 

par une simple mesure de liaison. Les ribosomes, associés à leurs 

ARNt, sont retenus par un filtre de nitrocellulose alors que les 

ARNt libres ne le sont pas. L'ARNI lié a été identifié en utili- 

sant des mélanges d'ARNt chargés dans lesquels seul un des 
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acides aminés lié est radioactif. Par exemple, comme prévu, on 
trouva que UUU ne stimule la liaison au ribosome que de Phe- 
ARN&%, De la même façon, UUG, UGU et GUU stimulent res- 
pectivement la liaison au ribosome des ARNt-Leu, Cys et Val. 
Ce qui indique que UUG, UGU et GUU doivent être les codons 
qui spécifient respectivement Leu, Cys et Val. De cette manière, 
les acides aminés spécifiés par -50 codons furent identifiés. Pour 
les codons restants, la mesure de liaison était soit négative (pas 
d’ARN lié) soit ambiguë. 

L'élucidation du code génétique fut achevée et les précédents 
résultats confirmés grâce à la synthèse par H. Gobind Khorana de 
polyribonucléotides à séquences répétées spécifiées (Section 7- 
6A). Dans un système de biosynthèse de protéines acellulaire, 
UCUCUCUC : : :, par exemple, est lu 


UCU CUC UCU CUC UCU cC:- 


donc, il spécifie une chaîne polypeptidique de deux résidus 
d'acides aminés alternant. Effectivement, cet ARNm permet la 
synthèse de 


Ser—Leu—Ser—Leu—Ser—Leu—-: 


cela indique que soit UCU, soit CUC, spécifie Ser et l’autre codon 
spécifie Leu. Ce résultat, associé aux données des expériences de 
liaison d'ARNt, permit d'affirmer que UCU code Ser et CUC code 
Leu. Ces résultats prouvent aussi que les codons sont formés d’un 
nombre impair de nucléotides, balayant ainsi toute incertitude rési- 
duelle quant au nombre de nucléotides d'un codon: qui est de 
trois, et non pas six. 

Des séquences alternatives de trois nucléotides, comme le 
poly(UAC), spécifient trois homopolypeptides différents car les 
ribosomes peuvent commencer la synthèse polypeptidique sur ces 
ARNm synthétiques en utilisant n'importe lequel des trois cadres 
de lecture possibles (Fig. 32-5). L'analyse des polypeptides spéci- 
fiés par différentes séquences alternatives de deux ou trois nucléo- 
tides confirma l'identité de nombreux codons et remplit les cases 
vides du code génétique. 


Dédut du premier 
cadre de lecture 
Début du second 
cadre de lecture 
= Début du troisième 


cadre de lecture 
*! 


*U*A*C:U-*A*C:U*A:C:U-A°C 


| ee @... Premier cadre 


de lecture 


| © ©... Deuxième cedre 
d 


e lecture 


| ee © © Troisième cadre 


de lecture 
FIGURE 32-5 Les trois phases de lecture possibles d'un ARNm. Cha- 
cune des trois phases de lecture possibles conduirait à un polypeptide dif- 
férent. 
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c. Les ARNm sont lus dans le sens 5° ? 3° 

En utilisant des tétranucléotides répétés on a déterminé le sens 
de lecture du code et la nature des codons de terminaison de la 
chaîne. Le poly(UAUC) spécifie, comme prévu, un polypeptide 
avec un tétrapeptide répété : 


3 
Ÿ'UAU CUA UCU AUC UAU CUA-- 
Tr — Len — Se — Île — Tr — Leu" 


La séquence en acides aminés de ce polypeptide indique que l'ex- 
trémité 5’ de l'ARNm correspond à l'extrémité N-terminale du 
polypeptide ; autrement dit, l'ARNm est lu dans le sens 5° — 3". 


d. UAG, UAA ET UGA sont des codons d'arrêt 
Contrairement aux résultats ci-dessus, le poly(AUAG) ne 

donne que des dipeptides et des tripeptides. Ceci est dû à ce que 

UAG est un signal d'arrêt de synthèse protéique pour le rihosome : 


AUA GAU AGA UAG AUA GAU :: 
Ile— Asp— Arg Stop Ile — Asp— - 


De même, le poly(GUAA) donne des dipeptides et des tripeptides 
car UAA est aussi un signal d'arrêt de synthèse 


GUA AGU AAG UAA GUA AGU ::- 


Val — Ser —Lys Stop Val — Ser— + 

UGA est un troisième signal d'arrêt. Ces codons d'arrêt, dont 
l'existence a d'abord été déduite d'expériences de génétique, sont 
appelés, d'un terme quelque peu inapproprié, codons non-sens, 
car ce sont les seuls codons qui ne spécifient pas d'acides aminés. 
UAG, UAA et UGA sont souvent appelés respectivement codons 
ambre, ocre et opale. {Suite à une plaisanterie de laboratoire : le 
mot allemand pour ambre est « bernstein », nom d'un chercheur 
qui aida à découvrir les mutations ambre (des mutations qui chan- 
gent certains codons en UAG : ocre et opale ne sont que des jeux 
de mot faits à partir d'ambre.] 


e. AUG et GUG sont des codons d'initiation de la chaîne 

Les codons AUG et, moins fréquemment GUG, font partie de 
la séquence d'initiation de la chaîne (Section 32-3C). Cependant, 
ils spécifient aussi respectivement les résidus d'acides aminés Met 
et Val, à l'intérieur des chaînes polypeptidiques. (Si Nirenberg et 
Matthaei ont pu montrer que UUU spécifie le résidu Phe c'est 
parce que les ribosomes débutent sans discernement la synthèse 
polypeptidique sur un ARNm quand la concentration en Mg** est 
très supérieure à la concentration physiologique, ce qui était le cas, 
de manière fortuite, dans leurs expériences). 


D. La nature du code 


Le code génétique, tel qu'il a été élucidé par les méthodes ci-des- 
sus, est donné dans le Tableau 32-2 ainsi que dans le tableau 5-3. 
L'examen de ce tableau montre que le code génétique a quelques 
Caractéristiques remarquables : 

1. Le code est très dégénéré. Trois acides aminés, Arg, Leu et 


|. PORPEPET QT EEE JET VISU DEORUS POUPEE PRE REPO CIE NEERTENT 


TABLEAU 32-2 Le code génétique «standard»® 


Troisième 
ition 
(extrémité 3°) 


OPACIO>AnClO>AnC|O»>Anc 


“Les résidus d'acides aminés non polaires sont brun clair, les résidus basiques 
sont bleus, les résidus acides sont rouges, et les résidus polaires non chargés 

sont violets. 

AUG fait partie des signaux d'initiation tout en codant pour les résidus Met 

internes. 


sont spécifiés par quatre, trois ou deux codons. Seuls Met et Trp, 
deux des acides aminés les moins courants dans les protéines 
(Tableau 4-1), ne sont représentés que par un codon. Les codons 
qui spécifient un même acide aminé sont appelés synonymes. 

2. L'arrangement du tableau du code n'est pas le fait du 
hasard. La plupart des synonymes occupent la même case dans le 
Tableau 32-2 ; autrement dit, ils ne différent que par leur troisième 
nucléotide. Les seules exceptions sont Arg, Leu et Ser qui, ayant 
six codons chacun, doivent occuper plus d’une case. XYU et XYC 
spécifient toujours le même acide aminé, tout comme XYA et 
XYG sauf dans deux cas. De plus, des changements de la première 
position du codon tendent à spécifier des acides aminés qui se res- 
semblent (même s'ils ne sont pas identiques), tandis que des 
codons avec des pyrimidines en deuxième position codent essen- 
tiellement des acides aminés hydrophobes (beige clair dans le 
Tableau 32-2), et ceux qui ont des purines en deuxième position 
codent surtout des acides aminés polaires (bleu, rouge et violet 
dans le Tableau 32-2), 11 semble que le code ait évolué afin de 
minimiser les effets nuisibles des mutations. 

De nombreuses mutations qui entraînent des substitutions 
d'acides aminés dans une protéine peuvent s'expliquer, d'après le 
code génétique, par une seule mutation ponctuelle. Cependant, 
compte tenu du caractère dégénéré du code génétique, de nom- 
breuses mutations ponctuelles en troisième position d'un codon 
sont phénotypiquement silencieuses : le codon muté spécifie le 
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FIGURE 32-10 Exemples de nucléosides modifiés que l'on trouve 
dans les ARNt avec leurs abréviations courantes. Notez que l'inosine, 
bien que chimiquement proche de la guanosine, dérive biochimiquement 


près de 80 bases de la sorte dans plus de 60 positions différentes 
d'ARNt. Quelques-unes de ces bases sont représentées, avec leur 
abréviation standard, dans la Fig. 32-10. Les nucléosides hvper- 
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de l'adénosine. Les nucléosides peuvent aussi être méthylés en 2’ sur leur 


ribose pour donner des résidus symbolisés, par exemple, par Cm, Gm et 
Um. 


modifiés, comme i°A, sont généralement adjacents au nucléotide 
en 3’ de l’anticodon quand celui-ci est A ou U. Leurs faibles pola- 
rités renforcent probablement les appariements. faibles sans cela. 


de ces bases avec le codon, augmentant ainsi la fidélité de la tra- 
duction. Réciproquement, certaines méthylations s'opposent à 
l'appariement, évitant ainsi l'élaboration de structures incorrectes. 
Certaines de ces modifications constituent d'importants éléments 
de reconnaissance pour l'enzyme effectuant la liaison de l'acide 
aminé correct sur son ARNt (Section 32-2C). Néanmoins, aucune 
de ces modifications n'est indispensable au maintien de l'intégrité 
de la structure d'un ARNt (voir ci-dessous) ou pour sa liaison au 
ribosome, Quoi qu'il en soit, des mutants de bactéries incapables 
de fabriquer certaines bases modifiées sont très défavorisés par 


rapport aux bactéries correspondantes normales. 


B. Structure tertiaire des ARNI 


Les premières recherches physicochimiques sur l'ARNt ont mon- 
tré qu'il avait une conformation bien définie. Toutefois, malgré de 
nombreuses études hydrodynamiques, spectroscopiques et de pon- 
tages chimiques, sa structure tridimensionnelle est restée une 
énigme jusqu'en 1974, Cette année-là, la structure cristallogra- 
phique par rayons X à une résolution de 2,5 À de l'ARNtPY* de 


(a 


(| } Nucléotide conservé 


! Purine ou pyrimidine Tige acceptrice 
conservée 


70 


Boucle D Boucle TyC 
(G) DA <0. 65 CU 
LD ON fe —> 
'& Va € UAC: m°G- GA C A© m} 
AZ Z=— — Î À 
(G GAG miCU GU@ 
o\ Jo ce © 
\@- A) 25 “m3G CG D@© 
C G Boucle 
c-60 5 variable 
| A—U 
G—m°C 
_A y 
Cw” “A 
© (W1 Boucle de l'anticodon 
Gm A A 


FIGURE 32-11 Structure de l'ARN de levure. (a) La séquence de 
bases représentée en feuille de trèfle. Les interactions tertiaires sont 
représentées pur des traits fins rouges qui relient les bases participantes, 
Les bases comervées où semi-conservées dans tous les ARNt sont encer- 
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levure a été élucidée indépendamment par Alexander Rich en col- 
laboration avec Sung Hou Kim et par Aaron Klug à partir de 
formes cristallines différentes. La molécule présente une confor- 
mation en forme de L où l'une des jambes du L est formée par la 
tige acceptrice et la tige T, qui forment une double hélice continue 
de type ARN À (Section 29-IB), l'autre jambe étant pareillement 
constituée de la tige D et de la tige de l'anticodon (Fig. 32-11). 
Chaque jambe du L a -60 À de long et les sites anticodon et accep- 
teur d'acide aminé sont aux extrémités opposées de la molécule, 
distants de -76 À. La faible largeur, de 20 à 25 À de l'ARNt est 
essentielle à son rôle biologique : lors de la biosynthèse protéique, 
deux molécules d'ARNt doivent se lier côte à côte en face de 
codons adjacents de l'ARNm (Section 32-3D). 


a. La structure complexe de l'ARN est stabilisée par des 
liaisons hydrogène et par des interactions de 
compactage 
La complexité structurale de l'ARN&% de levure rappelle celle 

d'une protéine. Bien que 42 de ses 76 bases se trouvent dans des 

tiges en double hélice, 77 d'entre elles participent à des associa- 


(b) 


bras de l'anticodon est vert pâle, le bras variable est orange, la boucle 
TwyC est bleu clair et l'extrémité 3° est rouge, (b) La structure par rayons 
X dessinée pour montrer comment les tiges appariées sont disposées pour 


donner une molécule en forme de L. Le squelette sucre-phosphate est 
nat ût' mes den 
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Aminoacyl-ARNt 
FIGURE 32-13 Un aminoacyl-ARNt. Dans les aminoacyls-ARNt, le 
résidu aminoucide estérifie l'hydroxyle en 2’ ou 3’ (3° dans cette repré- 
sentation)/du ribase de l'adénosine en 3’-terminal de l'ARN. 


étapes, catalysée par des enzymes spécifiques des acides aminés 
appelées aminoacyi-ARNt synthétases (aaRS), un acide aminé 
est fixé au résidu ribose 3'-terminal de son ARNt spécifique pour 
former un aminoacyl-ARNt (Fig. 32-13). Ce processus normale- 
ment défavorable est entrainé par l'hydrolyse de l'ATP lors de 
dieux réactions successives catalysées par une seule enzyme. 

1. L'acide aminé est d'abord «activé » lors d'une réaction en 
présence d'ATP pour former un aminoacyl-adénylate : 


H op 

) 
R—C—@ + ATP 

| S 

nat © 
Acide aminé 


qui, à l'exception de trois aaRS, peut être assurée en l'absence 
d'ARNL Cet intermédiaire peut être isolé bien que normalement il 
soit fortément lié à l'enzyme. 

2. Cet anhydnide mixte réagit ensuite avec l'ARNt pour don- 
ner l'aminoacyl-ARNt: 


Aminoacyl- AMP + ARNt =——= aminoacyl-ARNt + AMP 


Certaines aaRS fixent exclusivement l'acide aminé au groupe 2’- 
OH de leur ARNt spécifique alors que d'autres le fixent sur le 
groupe 3°-OH, On a montré cette sélectivité en utilisant des ARNt 
chimiquement modifiés auxquels il manquait le groupe 2’- ou 3/- 
OH à leur résidu ribose 3’-terminal. L'utilisation de ces dérivés 
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était indispensable car, en solution, le groupe aminoacyl s'équi- 
libre rapidement entre les positions 2’ et 3”. Le bilan global de la 
réaction d’aminoacylation est 


Acide aminé + ARNt + ATP =—= aminoacyl-ARNt + AMP + PP, 


Ces étapes réactionnelles sont facilement réversibles car les éner- 
gies libres d'hydrolyse des liaisons formées dans l'aminoacyl-adé- 
nylate et dans l’aminoacyl-ARNt sont voisines de celle de l'hy- 
drolyse de l'ATP. La réaction globale est rendue irréversible suite 
à l'hydrolyse du PP, (formé dans la première réaction) par la pyro- 
phosphatase inorganique. Du point de vue chimique, l'activation 
d'un acide aminé ressemble par conséquent à celle d'un acide gras 
(Section 25-2A) ; la différence principale entre ces deux processus, 
élucidés tous les deux par Paul Berg, est que l'ARNt est l'accep- 
teur d'acyl dans l'activation de l'acide aminé, alors que c'est le 
CoÀ qui joue ce rôle dans l'activation d'un acide gras. 


a. On connaît deux classes d'aminoacyl-ARNt synthétases 

La plupart des cellules possèdent une aaRS pour chacun des 
20 acides aminés. La similitude des réactions catalysées par ces 
enzymes et la ressemblance structurale entre tous les ARNt sug- 
gèrent que toutes les aaRS sont issues d’un ancêtre commun et 
devraient donc avoir des structures apparentées. Ce n'est pourtant 
pas le cas, en vérité, les aaRS constituent un groupe varié d'en- 
zymes. Sur plus de 1000 enzymes caractérisées à ce jour, chacune 
présente l'un des quatre types de structure différents, en sous-uni- 
tés, &, &, (la forme prédominante), &, et (af, les tailles des sous- 
unités connues allant de 300 à 1200 résidus. De plus, il y a peu 
d'identité de séquence entre synthétases spécifiques d'acides ami- 
nés différents. Il est tout à fait possible que les aaRS soient appa- 
rues très tôt dans l'évolution, avant le développement des éléments 
de la machinerie de synthèse protéique actuelle, exceptés les 
ARNt. 

Les comparaisons détaillées de séquences et de structure des 
aaRS par Dino Moras montrent que ces enzymes forment deux 
familles non apparentées, appelées aaRS de Classe I et de 
Classe IL, dont on trouve les mêmes 10 membres chez presque 
tous les organismes. Les enzymes de Classe 1, bien que de 
séquences très différentes, partagent deux segments polypepti- 
diques homologues, absents dans d'autres protéines, ayant les 
séquences consensus His-Ile-Gly-His (HIGH), et Lys-Met-Ser- 
Lys-Ser (KMSKS). La structure par rayons X des enzymes de 
Classe 1 montre que ces deux segments font partie d'un pli de liai- 
son à des dinucléotides (pli de Rossmann, que l'on trouve aussi 
dans de nombreuses protéines qui se lient à l'ATP ou au NAD*; 
Section 8-3B), ils participent à la liaison de l'ATP, et sont impli- 
qués dans la catalyse. Les synthétases de Classe I sont dépourvues 
des séquences précédentes mais ont trois autres séquences en com- 
mun, Leurs structures par rayons X montrent que ces séquences se 
trouvent dans un motif appelé « signature », un repliement que l'on 
ne trouve que dans les enzymes de Classe II, formé par un feuillet 
B antiparallèle à 7 segments flanqué de 3 hélices et qui constitue 
le cœur de leurs domaines catalytiques. 

Beaucoup d’aaRS de Classe 1 doivent reconnaître l’anticodon 
pour fixer leur acide aminé sur leurs ARNt spécifiques. Inverse- 
ment, plusieurs enzymes de Classe Il, dont la AlaRS et la 
SerRS, n'interagissent pas avec l'anticodon de leur ARNt De 
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de plusieurs complexes aaRS ° ARNt, dont nous allons parler 
maintenant, ont fourni une explication d'ordre structural à ces 
observations. 


c. La structure par rayons X de GInRS - ARNt!, un 

complexe de Classe I 

Les structures par rayons X de toutes les aaRS spécifiques des 
20 acides aminés différents, à l'exception de 2 d'entre eux (Ala et 
Leu), ont été déterminées, dont beaucoup en complexe avec : de 
l'ATP, leur acide aminé spécifique ou des analogues. Ces struc- 
tures montrent que le site actif de ces enzymes fixe l'ATP et l'acide 
aminé dans des positions optimales pour le déplacement nucléo- 
phile (Section 16-2B) direct, lors de l'activation de l'acide aminé, 
et que la spécificité d'une aaRS pour son acide aminé cible est 
déterminée par des contacts propres à chaque enzyme avec la 
chaîne latérale de celui-ci. 

Les structures par rayons X de 12 aaRS différentes, com- 
plexées avec leurs ARNt spécifiques, ont déjà été publiées. La 
première structure qui a été connue est celle de la GinRS de 
E. coli, une synthétase de Classe I, complexée avec l'ARNISI et 
l'ATP (Fig. 32-17), déterminée par Thomas Steitz. L'ARNI 
prend une conformation en L qui ressemble à celle des autres 
ARNt de structures connues (cf, Fig. 32-11h). La GInRS, une pro- 


téine monomérique de 553 résidus, formée de quatre domaines qui 
confèrent un aspect allongé à la molécule, interagit avec l'ARNt 
sur toute la surface interne du L, de sorte que l'anticodon est lié 
près d'une extrémité de la protéine et la tige acceptrice est liée à 
l'autre extrémité. 

Des données génétiques et biochimiques, ont montré que les 
éléments d'identification de l'ARNt%* sont rassemblés essentielle- 
ment dans la boucle de l'anticodon et dans la tige acceptrice 
(Fig. 32-14c). La tige du bras de l'anticodon de l'ARN est 
allongée par deux nouveaux appariements de bases non Watson- 
Crick (2-0-méthyl-U32-w38 et U33-m/A37), décompressant 
ainsi les bases de l'anticodon ce qui leur permet de se lier dans des 
poches de reconnaissance distinctes de la GInRS. Ces données 
structurales suggèrent que la GInRS utilise les sept bases de la 
boucle de l’anticodon pour faire la distinction entre les ARNt. 
Effectivement, des changements de n'importe laquelle des bases 
situées entre les résidus C34 et w38 donnent des ARNt dont les 
valeurs de &,,/K,, pour l'aminoacylation par la GInRS diminuent 
d'un facteur compris entre 70 et 28.000. 

La séquence GCCA de l'extrémité 3’ de l'ARNIP fait un tour- 
nant en épingle à cheveux vers l'intérieur du L au lieu de prolon- 


{a) 


FIGURE 32-17 Structure par rayons X du complexe GInRS : ARNt- 
Ge, ATP de E. coli. (a) L'ARNt et l'ATP sont représentés en modèles 
squelettiques, le squelette sucre-phasphate de l'ARNt en vert, ses bases 
en rose, et l'ATP en rouge. La protéine est en bleu translucide et en 
modèle compact qui révèle les parties enfouies de l'ARNt et de l'ATP, 
Notez que l'extrémité 3° de l'ARN (en haut à droite) et les bases de son 
anticodon {en bas) sont insérées dans des poches profondes de la pro- 
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squelette sucre-phosphate de l'ARNt est représenté en vert et les bases 
32-14) sont en rose, Les 
quatre domaines de la protéine sont de couleurs différentes, le pli de liai- 
son à dinucléotide est en doré et le reste du domaine catalytique qui le 
contient est en jaune, L'ATP est représenté en forme squelettique (rouge). 
[D'après une structure par rayons X de Thomas Steitz, Université de 
Yale. PDBid 1GSG.] 


constituant ses éléments d'identification (Fist 


ger l'hélice tout droit (comme le fait la séquence ACCA à l'extré- 
mité 3° de la structure par rayons X de l'ARNtP* ; Fig. 32-11b). 
Ce changement de conformation est facilité par l'insertion d’une 
chaîne latérale de Leu entre les extrémités 5” et 3° de l'ARN, ce 
qui désapparie la première paire de bases de la tige acceptrice 
{UI* A72), La réaction catalysée par la GInRS est donc relative- 
ment insensible à des changements de bases dans ces deux der- 
nières positions, sauf si l'appariement de bases est renforcé par la 
transformation en Gl:C72. La séquence GCCA terminale de 
L'ARNE s'enfonce profondément dans une poche de la protéine 
qui lie également les substrats ATP et glutamine de l’enzyme, Trois 
« doigts » protéiques s'insèrent dans le petit sillon de la tige accep- 
inice pour établir des interactions spécifiques de séquence avec les 
paires de bases G2 :C71 et G3 -C70 [rappelez-vous qu'un ARN en 
double hélice a une structure de type ADN A (Section 29-1B) dont 
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le petit sillon, large, accueille facilement des protéines alors que le 
grand sillon est normalement trop étroit pour cela]. 

Le domaine de la GInRS qui lie la glutamine, l'ATP et l'extré- 
mité GCCA de l'ARN, ce qu'on appelle le domaine cataly- 
tique, présente comme nous l'avons déjà dit, un pli de liaison aux 
dinucléotides. Une grande partie de ce domaine est presque super- 
posable, et donc apparenté du point de vue de l'évolution, avec les 
domaines correspondants d'autres aaRS de classe I. 


d. La structure par rayons AspRS' ARNt#, un complexe 
de Classe II 
La AspRS de levure, une synthétase de Classe II, est un dimère 
o de sous-unités de 557 résidus. Sa structure par rayons X en 
complexe avec l'ARNt“#, déterminée par Moras, montre que la 
protéine se lie symétriquement à deux molécules d'ARNt 


FIGURE 32-18 La structure par rayons X du complexe 

AspRS: ARNtŸP: ATP de levure. (a) L'enzyme homodimérique avec 
ses deux ARNt liés symétriquement est vue avec son axe de symétrie 
d'ordre deux pratiquement vertical. Les ARNt sont représentés en forme 
squelettique avec leur squelette sucre-phosphate en vert et leurs bases en 
rose, Les deux sous-unités de l'enzyme sont représentées en modèles 
compacts, jaune et bleu translucides, cela fait apparaître les parties 
enfouies des ARNL (b) Représentation en ruban du monomère 

AspRS * ARNt®: ATP. Les zones de contact de l'ARNt avec la protéine 
sont en jaune et ses éléments d'identification sont représentés en modèle 
éclaté en rouge, tout comme l'ATP. Le domaine N-terminal de la pro- 
téine est en bleu-vent, le domaine central est en bleu cluir, et le domaine 
catalytique C-1erminal est orange avec ses deux motifs « signatures » (le 
feuillet B antiparallèle à 7 segments flanqué de trois hélices, caractéris- 
tique des aaRS de Classe 11) en blanc, [La partie a d'après une structure 
par rayons X et la partie b, avec la permission de Dino Moras, 
CNRS/INSERM/ULP, Ilkirch, France. PDBid 1ASY.] 
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FIGURE 32-19 Comparaison des modes de liaison de la GInRS et de 
l'AspRS à leurs ARNt respectifs. Les protéines et les ARNt sont repré- 
senmtés respectivement par des sphères bleues et rouges indiquant les pasi- 
tions de leurs atomes Ca et P. Notez que la GInRS (a), une synthétase de 
Classe 1, se lie à l'ARNI°® depuis le côté du petit sillon de sa tige 
acceptrice, ce qui fait prendre à son extrémité 3° une forme en épingle à 


(Fig. 32-18). Comme dans le cas de la GInRS, la AspRS établit 
principalement des contacts avec l'extrémité de la tige acceptrice 
et avec la région de l'anticodon de son ARNI lié, Cependant, les 
contacts avec ces deux enzymes sont très différents dans leur 
nature (Fig. 32-19) : bien que les deux ARNt s'approchent de leurs 
synthétases respectives par l'intérieur de leur L, l'ARNI* y par- 
vient depuis le petit sillon de la tige de son bras accepteur, alors 
que l'ARN y arrive depuis son grand sillon. La séquence 
GCCA à l'extrémité 3° de l'ARNt*# conserve donc sa structure 
hélicoïdale tout en s'enfonçant dans le site catalytique de l'AspRS, 
alors que, nous venons de le voir, l'extrémité GCCA de l'ARNr°" 
se courbe vers l'arrière en formant une épingle à cheveux qui fait 
s'ouvrir la première paire de bases (U1* A72) de la tige de son bras 
accepteur. Bien que le grand et profond sillon d'une hélice 
d'ARN A soit normalement trop étroit pour accueillir des groupes 
de taille supérieure à celle de molécules d'eau (Section 29-1B), le 
grand sillon à l'extrémité de la tige acceptrice dans le complexe 
AspRS : ARNt® est suffisamment élargi pour permettre à ses 
paires de bases d'interagir avec une boucle protéique. 

Le bras de l'anticodon de l'ARNt**? forme une courbure de 
20 À vers l'intérieur du L comparé à sa structure par rayons X lors- 
qu'il n’est pas complexé, et les bases de son anticodon sont assez 
libres. Le point charnière de cette courbure est une paire de base 
G30:U40 qui se trouve dans la tige du bras anticodon qui, dans 
presque tous les autres ARNI, est une paire de bases Watson-Crick. 
Les bases de l'anticodon de l'ARNI" ne sont pas tassées non plus 
lors du contact avec la GInRS mais la conformation du squelette 
est différente de celle de l'ARNt*#. Manifestement, la conforma- 
tion d'un ARNt complexé avec sa synthétase spécifique semble 
davantage être dictée par ses interactions avec la protéine (confi- 
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cheveux en se liant au site actif de l’enzyme. À l'inverse, AspRS (b), une 
synthétase de Classe II, se lie à l'ARNt#*? depuis le côté du grand sillon 
de sa tige acceptrice ce qui permet à son extrémité 3° de conserver sa 
conformation hélicoïdale en entrant dans le site actif. [Avec l'aimable 
autorisation de Dino Moras, CNRS/INSERM/ULP, Ilkirch, France. 
PDBid.] 


Des études structurales des complexes AspRS : ARNt#? avec 
l'ATP et l'acide aspartique, et GInRS : ARNIS® avec l'ATP ont 
permis d'établir indépendamment des modèles de ces enzymes 
complexées avec l'aminoacyl-AMP. La comparaison de ces 
modèles montre que les résidus A de l'extrémité 3” des ARN19Ÿ et 
ARNt#? (auxquels les groupes aminoacyls sont liés; Fig. 32-13) 
se trouvent sur les côtés opposés de l'intermédiaire enzyme-ami- 
noacyl-AMP (Fig. 32-20). Les résidus ribose 3'-terminaux présen- 
tent la conformation C2'-endo dans le cas de l'ARNtŸP et la 
conformation C3’-endo dans le cas de l'ARNIS ; voir Fig. 29-10) 
si bien que le groupe 2’-OH de l'ARN (Classe 1) se trouve en 
position pour attaquer le groupe carboxylate de l’aminoacyl-AMP, 
alors que dans le cas de l'ARNt**# (Classe 11), seul le groupe 
hydroxyl en 3° est en position pour cette réaction. Cela explique 
clairement les spécificités d'aminoacylation différentes des aaRS 
de Classe I et de Classe IL. 


e. Des «corrections » augmentent la fidélité de liaison de 
l'acide aminé à son ARNt 

La charge d’un ARNt avec son acide aminé spécifique est un 
processus remarquablement précis, le taux d'erreur global d'une 
aaRS est de 1 pour 10000. Nous avons vu qu'une aaRS ne se fixe 
qu'à son ARNt spécifique grâce à une série complexe de contacts 
spécifiques. Mais comment font-elles pour distinguer les différents 
acides aminés, dont certains sont très similaires ? 

Des expériences ont montré, par exemple, qu'en présence de 
concentrations égales en isoleucine et en valine, l'IleRS transfère 
40.000 isoleucines sur l'ARNtl* pour une valine transférée. Tou- 
tefois, Linus Pauling a été le premier à montrer que les différences 
structurales entre les résidus Val et Île sont insuffisantes pour 
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(b) Mode synthétique 


Domaine 
Correcteur 


et A76, sont désordonnés mais si on les modélise en les empilant 
dans le prolongement de la tige accepirice sous forme d’une 
hélice À, ils aboutissent dans une fente du domaine de correction 
dont on pense que c'est le site hydrolytique (Fig. 32-224, à 
gauche), Ce complexe de IleRS semble donc ressembler à un 
«complexe de correction » plus qu'à un «complexe de transfert » 
comme celui que montre la structure de la GInRS. Cependant, un 
complexe de transfert pourrait se former si le segment de l'extré- 
mité 3” de l'ARN prend une forme d'épingle à cheveux (Fig. 32- 
22a, à droite) semblable à celle dans la structure de la GInRS 
(Fig. 32-17b : rappelons que la IleRS et la GInRS sont toutes deux 
des aaRS de classe 1). Steitz a de ce fait proposé que le groupe- 
ment aminoacyl est transféré du site d'aminoacylation au site de 
correction de la IleRS par un changement de conformation de ce 
type (Fig. 32-22). Ce processus ressemble du point de vue fonc- 
tionnel à celui également élucidé par Steiz, concernant la façon 
dont la polymérase corrige le brin néosynthétisé (Section 30-2A), 

La ValRS est une aaRS monomérique de classe I qui ressemble 
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FIGURE 32-22 Comparaison des modes d'aminoacylation et de cor- 
rection présomptifs dans le complexe IleRS : ARNtl* (a) Superposi- 
tion de l'ARNE et de la surface accessible aux solvants de la IleRS (en 
vert pale), dans les deux modes de liaison, Le brin accepteur de l'ARNtî* 
en mode correction, tel qu'il est observé dans la structure par rayons X 
du complexe IleRS : ARNtÜ*° - mupirocine (Fig. 32-21), est représenté en 
ruban blanc avec ses positions C75 et A76 en rouge. Cela positionne 
l'extrémité 3” de l'ARNt!° dans le site de correction, Au contraire, quand 
on positionne les trois résidus 3’-terminaux de l'ARNEÉ, représentés ici 
en modèle éclaté (C en jaune, N en bleu, O en rouge et P en rose), en se 
basant sur la structure par rayons X du complexe GInRS + ARNIGi* . ATP 
(Fig. 32-17), cela place l'extrémité 3° de l'ARNt dans le site synthétique 
(d'aminoacylation), à 34 À de sa position dans le site de correction. 
Notez qu'une fente parcourt l'espace entre les sites et que l'extrémité 3" 
de l'ARNt est dans le prolongement de l'hélice-A dans le mode correc- 
tion, mais qu'elle prend une forme d’épingle à cheveux dans le mode 
synthétique. (b) Schéma comparant les positions de l'extrémité 3° de 
l'ARN£ complexé à la IieRS en mode synthétique (à gauche) et en 
mode correction (à droite), [pour a, avec l'aimable autorisation de Tho- 
mas Steitz et b, d'après un dessin de Thomas Steitz, Université de Yale.] 


ValRS de T. thermophilus, V'ARN3l et le 5'-0’ -[N-(L-valyl)sul- 
famoyl}adenosine (Val-AMS), un analogue non hydrolysable du 
valyl-aminoacyl-adénylate 
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5'-O-{N-(L-valyl)sulfamoyl]adénosine (Val-AMS) 
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a été déterminée par Yokoyama. Elle montre que le Val-AMS se 
fixe dans la poche d'aminoacylation du domaine en pli de Ross- 
mann, qui peut accueillir les entités isostériques Val et Thr mais 
exclue l'Ile trop encombrante. Les études de modélisation basées 
sur la structure du complexe [leRS - ARNt* : mupirocine montrent 
que la chaîne latérale du résidu Thr pourrait s'adapter dans la 
poche de correction de la ValRS. L'hydrogène du groupement 
hydroxyl de sa chaîne latérale serait attaché à la chaîne latérale du 
résidu Asp 279 de la ValRS qui fait saillie dans la poche contrai- 
rement à ce que fait le résidu correspondant, Asp 328 de la 
ÏeRS. Par conséquent, une chaîne latérale d’un résidu Val serait 
exclue de la poche de correction de la ValRS parce qu'elle ne peut 
pas établir ce type de liaison hydrogène, c'est pourquoi cette poche 
de correction hydrolvse le thréonyl-aminoacyl-adénylate et le 
Thr-ARNL% mais pas les molécules dérivées de Val correspon- 
dantes. La structure du complexe ValRS - ARNtŸl montre aussi que 
la ValRS! et l'ARNIŸ forment ensemble un tunnel qui relie la 
poche d'aminoacylation de la ValRS et sa poche de correction. Un 
thréonyl-aminoacyl-adénylate, qui s'est formé à tort, serait conduit 
par ce tunnel vers la poche de correction pour y être hydrolysé, 
cela explique pourquoi l'ARNT*%#! doit se lier à la ValRS pour que 
cette réaction de transfert préalable à la correction ait lieu. On 
pense que le valyl-aminoacyl-adénylate est canalisé dans un com- 
plexe LeRS : ARNE similaire pour être hydrolysé. 

La ThrRS, un homodimère de classe II, présente le problème 
inverse de celui de la ValRS : elle doit synthétiser le Thr-ARNIT* 
mais pas de Val-ARNt °°", La structure par rayons X de la ThrRS 
de E, coli, dont on a enlevé le domaine N-terminal mais qui 
conserve son activité catalytique, 4 été déterminée en complexe 
avec soit la thréonine, soit l'analogue de thréonyl-aminoacyl-adé- 
nylate, la Thr-AMS, par Moras. Elle montre que la poche d'ami- 
noacylation de la ThrRS contient un ion Zn* en liaison de coor- 
dinence avec les groupements hydroxyl et amine de la chaîne 
latérale du résidu thréonyl ainsi qu'avec trois chaînes latérales de 
la protéine, La valine, bien qu'isostérique, ne pourrait pas faire ce 
type de liaisons de coordinence avec l'ion Zn?* et ne subit pas 
l'adénylation par la ThrRS. Pourtant, qu'est ce qui empêche la 
ThrRS de synthétiser le Ser-ARNt ? En fait, la ThrRS tronquée 
synthétise le Ser-ARN&T% à un taux représentant plus de 50 % de 
celui de la synthèse de Thr-ARN17", Cela montre que le domaine 
N-terminal de la protéine sauvage ThrRS contient le site de cor- 
rection de l'enzyme. L'étude de mutations dans la ThrRS a permis 
de localiser ce site de correction dans une fente du domaine N-ter- 
minal de la ThrRS sauvage, dont la structure par rayons X a aussi 
été déterminée par Moras dans un complexe avec l'ARN, Dans 
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Classe | Classe Il 


Tige acceptatrice de ÉARNt 


FIGURE 32-23 Représentation schématique des mécanismes d'ami- 
noacylation et de correction des aaRS de classe I et Il mettant en 
relief la symétrie d'image dans un miroir de leurs mécanismes géné- 
raux. Dans le cas des aaRS de classe 1 (à gauche; par ex. IleRS), l'ex- 
trémité 3° de la tige acceptrice de l'ARN fixé, prend une forme d'épingle 
à cheveux, en mode synthétique, et une conformation en hélice, en mode 
correction, tandis que c'est l'inverse pour les a1RS de classe IT (à droite ; 
par ex : ThrRS). [Avec l'aimable autorisation de Dino Moras, 
CNRS/INSERM/ULP, Illkirch, France.] 


Tige acceptatrice 


cette dernière structure, l'extrémité 3° de l'ARNt suit un trajet héli- 
coïdal régulier semblable à celui observé dans la structure par 
rayons X du complexe AspRS : ARNtAsp: ATP (Fig. 32-18), cela 
lui permet de pénétrer dans le site d'aminoacylation. Cependant, si 
l'extrémité 3” de l'ARNE fixé prenait une conformation en 
épingle à cheveux semblable à celle observée dans la structure par 
rayions X pour l'ARNIS complexé avec la GInRS (une enzyme 
de classe 1) et l'ATP (Fig. 32-17), l'aminoacyl lié à lui de façon 
covalente, pénètrerait dans le site de correction. On voit là une 
curieuse symétrie, comme dans un miroir (Fig. 32-23): dans les 
aaRS de classe I douées d'une activité de correction en deux 
étapes, lorsqu'elles ont fixé leur ARNt spécifique, l'extrémité 3’ de 
celui-ci prend la forme d'une épingle à cheveux pour entrer dans 
le site d'aminoacylation et une forme en hélice pour entrer dans le 
site de correction, tandis que l'inverse est vrai dans le cas des aaRS 
de classe II. Finalement, La ThrRS ne semble pas effectuer de cor- 
rection avec transfert préalable (elle n'hydrolyse pas le séryl-ami- 
noacyl-adénylate), et, effectivement, le complexe ThrRS : ARN1T* 
ne possède pas de canal reliant ses sites d’aminoacylation et de 
correction tel qu'on le voit dans le complexe ValRS : ARN1Ÿ!. 

Les synthétases qui ont une sélectivité suffisante pour leur 
acide aminé spécifique ne possèdent pas de fonction de correction. 
Ainsi, par exemple, le site d'aminoadénylylation de la TyrRS dis- 
tingue la tyrosine de la phénylalanine grâce à des liaisons hydro- 
gène avec le groupement —OH de la tyrosine. Les autres acides 
aminés de la cellule, que ce soient les acides aminés standards ou 
non standards, ressemblent tous encore moins à une tyrosine, cela 
explique l'absence d'activité correctrice de la TyrRS. 


f. Le Gin-ARNt%" possède une autre voie de synthèse 

alternative 

Bien que l'on ait longtemps pensé que chacun des 20 acides 
aminés standards est lié de façon covalente à un ARNt par son 
aaRS spécifique, il est maintenant évident que les bactéries à gram 
positif, les archaebactéries, les cyanobactéries, les mitochondries 
et les chloroplastes sont tous dépourvus de GInRS. Il y a en fait 
liaison de glutamate à l'ARNIS! par la même GluRS que celle qui 
synthétise le Glu-ARNISY, Le Glu-ARNIG® formé est ensuite 
transaminé en Gln-ARNI® par l'enzyme Glu-ARNtS*amido- 
transférase (Glu-AdT), selon une réaction dépendante de l'ATP, 
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TABLEAU 32-5 Combinaisons d’appariement par flotteüent 
permises en troisième position codon-anticodon 


Base en 5’ de l’anticodon Base en 3° du codon 


C G 
A U 
U À ou G 
G U ou C 
l U. C, ou A 


appariements de «flottement» permis sont indiqués dans la 
Fig. 32-25b. Puis, s'appuyant sur les types d'appariement connus, 
Crick en déduisit les combinaisons d'appariement les plus plau- 
sibles au niveau de la troisième position codon-anticodon 
(Tableau 32-5). Ainsi, un anticodon avec C ou A en troisième posi- 
tion ne peut s'apparier qu'avec son codon complémentaire en 
paires Watson-Crick normales, Si U, G ou 1 occupe la troisième 
position de l’anticodon, deux ou trois codons sont reconnus respec- 
tivement. 

Tous les ARNt cytoplasmiques connus de procaryotes ou d'eu- 
caryotes participent à des appariements avec flottement. Cepen- 
dant, aucun exemple d’ARNt ayant A en troisième position de son 
anticodon n'est connu, ce qui suggère que l'appariement U : A cor- 
respondant n'est pas permis, Même s'il est clair que le flottement 
est conditionné par des modifications de bases, l'origine structu- 
rale du flottement est encore mal comprise. 

Compte tenu des différentes possibilités de flottement, 31 
ARNt au minimum sont nécessaires pour traduire les 61 codons 
triplets du code génétique (en fait 32 ARNt au minimum, en comp- 
tant l'ARN spécial nécessaire à l'initiation de la traduction ; Sec- 
tion 32-3C). La plupart des cellules ont plus de 32 ARN, certains 
ayant des anti-codons identiques. En réalité, les cellules de mam- 
mifères ont plus de 150 ARNt. Néanmoins, tous les ARN1 isoac- 
cepteurs d'une cellule ne sont reconnus que par une seule ami- 
noacyl-ARNt synthétase. 


c. Certains ARNt mitochondriaux ont davantage 
d’appariements permissifs par flottement que les autres 
ARNt 
Les possibilités de reconnaissance des ARNt mitochondriaux 

doivent refléter le fait que les codes génétiques mitochondriaux 

sont des variantes du code génétique « standard » (Tableau 32-3). 

Par exemple, le génome mitochondrial humain, qui n'est constitué 

que de 16.569 pb, code 22 ARNt (ainsi que 2 ARNr et 13 pro- 

téines). Quatorze de ces ARNt lisent chacun une des paires de 

codons synonymes indiquées dans les Tableaux 32-2 et 32-3 

(MNX, où X est soit C ou U, soit encore A ou G) en accord avec 

les règles du flottement pour G-:U: les ARNt ont un G ou un U 

modifié en troisième position de leur anticodon ce qui leur permet 

de s'apparier respectivement avec les codons ayant X = C ou U ou 
encore X = À où G. Les 8 ARNt restants, qui, contrairement aux 

règles du flottement, reconnaissent chacun | des groupes des 4 

codons synonymes (MNY ou Y = A, C, G ou U), ont tous des anti- 

codons avec U en troisième position. Ou bien cet U peut s'appa- 
rier, vaille que vaille, avec n'importe quelle des 4 bases, ou ces 

ARNt ne lisent que les deux premières positions d'un codon et 

ignorent la troisième. Ainsi, et ce n'est pas une surprise, de nom- 
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quelles, par exemple, la séquence GT?CRA (Fig. 32-9) est absente, 
ou, dans le cas le plus extrême, un ARNt%* est complètement 
dépourvu du bras D, 


d. Les codons les plus fréquents sont complémentaires des 

types d’ARN les plus abondants 

L'analyse des séquences de bases de plusieurs gènes de struc- 
ture fortement exprimés de S. cerevisiae, a révélé un biais remar- 
quable dans l'usage de leurs codons. Seuls 25 des 61 codons sont 
utilisés couramment, Les codons préférés sont ceux qui sont le plus 
complémentaires, au sens Watson -Crick du terme, des anticodons 
des types les plus abondants de chaque série d'ARNt isoaccep- 
teurs. De plus, les codons qui se lient à des anticodons avec deux 
paires consécutives GC ou trois paires A * U sont évités de sorte 
que les complexes codon-anticodon préférés ont tous approxima- 
tivement les mêmes énergies libres de liaison. On a retrouvé la 
même chose chez E. coli, même si plusieurs de ses 22 codons pré- 
férés ne sont pas les mêmes que ceux de la levure. La fréquence 
des codons préférés dans un gène donné est fortement corrélée, 
dans les deux organismes, au taux d'expression du gène (les taux 
mesurés de sélection des aminoacyl-ARNt chez E. coli vont de 1 
à 25). On a suggéré qu'ainsi, les ARNm des protéines fortement 
demandées sont synthétisés rapidement et en douceur. 


e. La sélénocystéine est portée par un ARNt particulier 
Bien qu'il soit bien établi, même dans ce livre, que les protéines 
sont synthétisées à partir des 20 acides aminés « standard », c’est- 
à-dire ceux qui sont spécifiés par le code génétique « standard », 
certains organismes, comme l’a découvert Theresa Stadtman, uti- 
lisent en fait, un 21% acide aminé, la sélénocystéine (Sec, ou 
SeCys), pour la synthèse de quelques-unes de leurs protéines. 

| 

1 

CH—CH,—Se—H 

(Es 


Le résidu 
sélénocystéine 


Le sélénium, un oligoélément biologique essentiel, se trouve dans 
plusieurs enzymes aussi bien chez les procaryotes que chez les 
eucaryotes. Parmi elles : la thiorédoxine réductase (Section 28-3A) 
et les déiodinases de l'hormone thyroïdienne (impliquées dans la 
synthèse de l'hormone thyroïdienne: Section 19-1D) chez les 
mammifères et trois formes de formiate déshydrogénases chez 
E. coli, contiennent toutes des résidus Sec. Les résidus Sec sont 
incorporés dans ces protéines au niveau des ribosomes grâce à un 
ARNt unique, l'ARNtS*, dont l'anticodon UCA est spécifié (dans 
l'ARNm) par un codon UGA particulier (UGA est normalement 
un codon d'arrêt opale). Le Sec-ARNE® est synthétisé par amino- 
acylation de l'ARN par la L-serine grâce à la même SerRS que 
celle qui charge l'ARNE", suivie de la sélénylation enzymatique 
du résidu Ser formé. 

Comment les ribosomes distinguent-ils les codons UGA spéci- 
fiant la Sec des codons normaux d'arrêt opale ? Comme nous 
l'avons vu dans le cas du Glu-ARNt°*" (Section 32-2C), EF-Tu, le 
facteur d'élongation qui apporte la plupart des aminoacyl-ARNt au 
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Sec-ARNt%*, Cet ARNt se fixe plutôt à un facteur d’élongation 
spécifique nommé SELB, qui, en présence de GTP, reconnaît une 
structure en épingle à cheveux du coté 3° d'un codon UGA spéci- 
fiant Sec, dans un ARNm fixé à un ribosome. 


E. Suppressions non-sens 


Les mutations non-sens sont généralement létales lorsqu'elles 
entraînent l'arrêt prématuré de la synthèse d'une protéine indis- 
pensable, Un organisme porteur d'une telle mutation peut néan- 
moins être «sauvé» par une deuxième mutation dans une autre 
partie du génome. Durant plusieurs années après leur découverte, 
l'existence de ces suppresseurs intergéniques est restée énigma- 
tique. Cependant, on sait maintenant qu'ils proviennent de muta- 
tions dans un gène d’ARNt qui entraîne cet ARNt à reconnaître un 
codon d'arrêt. Cet ARNt suppresseur lie son acide aminé (le 
même que celui de l'ARNt correspondant de type sauvage) au 
polypeptide en formation, mais en réponse au codon d'arrêt qu’il 
reconnaît, empêchant ainsi l'arrêt prématuré de la synthèse de la 
chaîne. Par exemple, le suppresseur ambre de E. coli appelé su3 
est un ARNt°" dont l'anticodon a muté du type sauvage GUA (qui 
lie les codons Tyr UAU et UAC) en CUA (qui reconnaît le codon 
d'arrêt ambre UAG). Un mutant E. coli su3* porteur d'une muta- 
tion ambre, normalement létale, dans un gène codant une protéine 
essentielle, sera viable si le remplacement de l'acide aminé du type 
sauvage par Tyr n’inactive pas la protéine. 

On connaît plusieurs exemples bien caractérisés de supresseurs 
ambre (UAG), ocre (UAA), et opale (UGA) chez E. coli 
(Tableau 32-6). Pour la plupart, comme prévu, les anticodons sont 
mutés. Cependant, l’ARNt UGA-I ne diffère du type sauvage que 
par une mutation G — A dans la tige de son bras D, ce qui change 
une paire G-U en une paire plus solide AU. Cette mutation 
semble modifier la conformation de l'anticodon CCA de l'ARN, 
ce qui lui permet d'établir un appariement par flottement inhabi- 
tuel avec UGA ainsi qu'avec son codon normal, UGG. On trouve 
aussi des suppresseurs non-sens chez la levure. 


a. Les ARNt suppresseurs sont des mutants d’ARNt mineurs 

Comment les cellules peuvent-elles tolérer une mutation qui 
élimine un ARNt normal et empêche la terminaison de la synthèse 
d'un polypeptide ? Elles survivent parce qu'en général, l'ARNt 
muté est un membre mineur d’une série d'ARNt isoaccepteurs et 
parce que les ARNt suppresseurs de codon d'arrêt entrent en com- 
pétition avec les codons d'arrêt pour les facteurs protéiques qui 
assurent la terminaison de la synthèse polypeptidique (Section 32- 
3E). Par conséquent, la proportion de protéines actives synthéti- 
sées grâce à des suppresseurs, malgré des mutations non-sens 
UAG ou UGA, excède rarement 50 % de ce que l'on aurait pour la 
protéine sauvage, alors que des mutants avec UAA, le codon d'ar- 
rêt le plus fréquent, ont des efficacités de suppression inférieures 
à 5 %. De plus, de nombreux ARNm ont deux codons d'arrêt suc- 
cessifs en tandem si bien que même si le premier codon d'arrêt est 
supprimé, la terminaison se fera grâce au deuxième. Néanmoins, 
beaucoup de mutants sauvés par suppresseur croissent relative- 
ment lentement car ils ne peuvent synthétiser une protéine, qui 
devrait se terminer prématurément autrement, aussi efficacement 
que les cellules sauvages. 

On connaît aussi d’autres types d'ARNt suppresseurs. Les sup- 
presseurs faux-sens, qui agissent à la façon des suppresseurs de 
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TABLEAU 32-6 Quelques suppresseurs non-sens chez E. coli 


Nom Codon supprimé Acide aminé inséré 
su} UAG Ser 
su2 UAG Gin 
su3 UAG Tvyr 
su4 UAA, UAG Tyr 
sus UAA, UAG Lys 
su6 UAA Leu 
su? UAA Gin 
UGA:1 UGA Tr 
UGA-2 UGA TP 


Source : Kômer, A.M., Feinstein, S.I., et Altman, S., in Altman, S. (Éd.), 
Transfer RNA, p. 109, MIT Press (1978). 


codon d'arrêt, en substituant un acide aminé à un autre. Les sup- 
presseurs par déphasage du cadre de lecture ont huit nucléo- 
tides dans les boucles de leur anticodon au lieu de sept normale- 
ment. Ils lisent un codon à quatre bases au-delà d’une insertion de 
base, restaurant ainsi le cadre de lecture du type sauvage. 


3 M LES RIBOSOMES ET LA SYNTHÈSE 
POLYPEPTIDIQUE 


Les ribosomes ont été observés pour la première fois dans des 
homogénats cellulaires par microscopie sur fond noir à la fin des 
années 1930 par Albert Claude qui les appela « microsomes », Ce 
n'est qu'à la moitié des années 1950 que George Palade les 
observa dans des cellules par microscopie électronique, mettant 
ainsi fin à l’idée qu'il s'agissait de simples artefacts dus à l'écla- 
tement des cellules. Le nom de ribosome vient du fait que ces par- 
ticules sont constituées chez E. coli d'environ 2/3 d'ARN et de 1/3 
de protéines. (Les microsomes désignent maintenant des vésicules 
artefactuelles formées à partir du réticulum endoplasmique après 
rupture des cellules. On les isole facilement par centrifugation dif- 
férentielle et elles sont riches en ribosomes). La corrélation entre 
la quantité d'ARN dans une cellule et la vitesse à laquelle celle-ci 
synthétise les protéines fit soupçonner que les ribosomes sont le 
siège de la biosynthèse protéique. Cette hypothèse fut confirmée 
par Paul Zamecnik en 1955, qui montra que des acides aminés 
marqués par du C s'associent de façon transitoire aux ribosomes 
avant qu'ils n'apparaissent dans les protéines libres. Des 
recherches plus poussées montrèrent que la synthèse polypepti- 
dique comporte trois phases distinctes : (1) l'initiation de la chaîne, 
(2) l'élongation de la chaîne, et (3) la terminaison de la chaîne. 

Dans cette section nous allons étudier la structure des ribo- 
somes, puis nous esquisserons le mécanisme d'intervention des 
ribosomes dans la synthèse polypeptidique. Ce faisant, nous com- 
parerons les propriétés des ribosomes de procaryotes à celles des 
ribosomes des eucaryotes 


A. Structure des ribosomes 


Le ribosome de E coli, dont la masse particulaire est de 
2,5 x 10° D et le coefficient de sédimentation est de 705, est une 
particule sphéroïde qui a -250 À dans sa plus grande dimension. 
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ABN 168 
fa) (b) 
FIGURE 32-27 Structures secondaires des ARN ribosomiaux de E. 
coli, ta) ARN 168$ et {b) ARN 235$ et 55, Les différents domaines des 
ARNr sont représentés par des couleurs propres, les petits traits à l'inté- 
rieur des tiges représentent les paires de bases Watson-Crick, les petits 
pois. les paires de bases G * U, et les gros points, d'autres paires de 


a. Les ARNr ont des structures secondaires compliquées 
L'ARNr 168 de E. coli, qui a été séquencé par Harry Noller, 
est formé de 1542 nucléotides. Une recherche assistée par ordina- 
teur de segments hélicoïdaux stables dans cette séquence a fourni 
plusieurs structures secondaires plausibles mais souvent mutuelle- 
ment exclusives, Cependant, la comparaison des séquences 
d'ARNr 16$ de plusieurs procaryotes, à supposer que leurs struc- 
tures se soient conservées durant l'évolution, a conduit à la struc- 
ture secondaire en forme de fleur représentée dans la Fig. 32-27a. 
Cette structure à quatre domaines, appariée à 54 %, est en accord 
raisonnable avec les résultats de digestion par des nucléases et 
d'études de modifications chimiques. Ses tiges en double hélice 
sont courtes (<8 pb) et beaucoup d'entre elles sont imparfaites. 
Curieusement, les micrographies électroniques de l'ARNr 165 res- 
semblent à celles de la sous-unité 30S complète, ce qui suggère 
que la forme générale de la sous-unité 30$S est essentiellement 
déterminée par l'ARNr 165$. Les ARNr 5S et 235$ de la grande 
sous-unité du ribosome, formés respectivement de 120 et de 2904 
nucléotides, ont aussi été séquencés. Comme dans le cas de 
V'ARNr 165, ils présentent un fort taux de structures secondaires. 


b. Les protéines ribosomiales ont été caractérisées en 

partie 

Les protéines ribosomiales sont difficiles à séparer car la plu- 
purt d'entre elles sont insolubles dans des tampons classiques. Par 
convention, les protéines ribosomiales des petite et grande sous- 
unités sont désignées respectivement avec les préfixes S (pour 
« stnall », petite) et L (pour « large », grande), suivis par un nombre 
qui indique leur position, depuis le côté gauche supérieur jusqu'au 
côté droit inférieur, dans un électrophorégramme en gel à deux 
dimensions (soit grossièrement dans l'ordre décroissant de leur 
masse moléculaire; Fig. 32-28). Seule la protéine S20/L26 est 


commune eurx deux enneumitée Line des protéines de la orande 
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Dom IV 


55 RNA 
Dom VI 


bases non Watson-Crick. Notez la forme en fleur des tiges et des boucles 
formant chaque domaine [Avec l'aimable autorisation de V. Ramakrish- 
nan, Laboratoire MRC de Biologie Moléculaire, Cambridge, UK... et 
Peter Moore, Université de Yale, d'après des schémas disponibles à 
http://www. maicemb.utexas.edu. | 


sous-unité est partiellement acétylée à son extrémité N-terminale, 
si bien qu'elle donne deux taches électrophorétiques (L7/L12). On 
trouve quatre exemplaires, un dimère de dimères, de cette protéine 
dans la grande sous-unité, De plus, ces quatre exemplaires de 
L7/L12 s'agrègent avec LI0 pour donner un complexe stable dont 
on a pensé initialement que c'était une seule protéine, « LB », 
Toutes les autres protéines ribosomiales ne sont présentes qu'en un 
seul exemplaire par sous-unité, 


FIGURE 32-28 Electrophorégramme d'un gel à deux dimensions des 
protéines de petites sous-unités ribosomiales de Æ. coli. Première 
dimension (verticale) : 8%, d'acrylamide pH 8,6: deuxième dimension 
(horizontale) : 18% d'acrylamide pH 4-6. [D'après Kaltschmidt , E, et 
Ustemannm HET Ps: Alunl Au Ci ET 1977 41070 À 
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Les séquences en acides aminés des 52 protéines ribosomiales 
de E, coli ont été déterminées, principalement par Heinz-Giinter 
Wittmann et Brigitte Wittmann-Liebold. Leur taille va de 46 rési- 
dus pour L34 à 557 résidus pour SI. La plupart de ces protéines, 
qui présentent peu de similitude de séquence entre elles, sont 
riches en acides aminés basiques Lys et Arg et contiennent peu de 
résidus aromatiques, comme prévu pour des protéines en associa- 
tion étroite avec des molécules d'ARN polyanioniques. 

Les structures par rayons X ou par RMN d'environ la moitié 
des protéines ribosomiales ou de leurs fragments ont été détermi- 
nées de façon indépendante. Ces protéines ont une grande variété 
de motifs structuraux mais la plupart de ceux-ci se retrouvent dans 
d'autres protéines de structure connue. Environ un tiers de ces pro- 
téines ribosomiales contient le motif de reconnaissance de l'ARN 
(RRM, pour « RNA-recognition motif»; Fig. 32-29), que l'on 
trouve dans plus de 200 protéines qui se fixent à l'ARN, dont la 
protéine rho (le facteur de terminaison de la transcription, qui 
contient quatre de ces motifs; Section 31-2D), la poly(A) poly- 
mérase, la protéine de liaison au poly(A) (PABP), plusieurs pro- 
téines participant à l'épissage des ARNm (Section 31-4A) et le 
facteur d'initiation de la traduction eIF-4B (Section 32-3C). 
Toutes ces protéines sont probablement issues d’une protéine de 
liaison à l'ARN ancestrale. 


c. Les sous-unités ribosomiales s’auto-assemblent 

Les sous-unités ribosomiales se forment, dans des conditions 
bien définies, à partir de mélanges de leurs nombreux constituants 
macromoléculaires. Les sous-unités ribosomiales sont donc des 
entités qui s'auto-assemblent. Masayasu Nomura a déterminé 
comment se faisait cet auto-assemblage, par des expériences de 
reconstitution partielle. Si un composants macromoléculaires est 
enlevé d'un mélange de protéines et d'ARN qui, autrement, s'auto- 


(a) 
FIGURE 32-29 Structure par rayons X de deux protéines riboso- 
miales. (a) Fragment contenant les 74 résidus C-terminaux de L7/L12 de 
E coli, (b) L30 de Bacillus stearothermophilus (61 résidus). Les deux 
molécules protéiques sont orientées de façon à montrer la grande simili- 


tude de leurs motifs de reconnaissance de l'ARN (RRM, représenté 


ombré) [D'après Leijonmarck, M., Appelt, K., Badger, J., Liljas, A., Wil- 
enn K€ 1 White CIW Dooinc 2 44 [1080 1! 


(b) 


{ 


assemblent, les composants qui ne peuvent plus se lier à la sous- 
unité partiellement assemblée, doivent, d'une manière ou d’une 
autre, interagir avec le composant manquant. En faisant une série 
de telles expériences de reconstitutions partielles, Nomura a 
construit une carte d'assemblage de la petite sous-unité (30S) 
(Fig. 32-30). Cette carte montre que les premières étapes de l'as- 
semblage de la petite sous-unité sont assurées par des liaisons 
indépendantes de six protéines dites primaires (S4, S7, S8, S15, 
S17 et S20). Les intermédiaires formés constituent un échafaudage 
moléculaire pour la liaison de protéines secondaires, qui créent à 
leur tour des sites d'ancrage pour des protéines tertiaires. À un cer- 
tain stade du processus d'assemblage, une particule intermédiaire 
doit subir un changement conformationnel important afin que le 
processus d'assemblage se poursuive. La grande sous-unité s'auto- 
assemble selon un processus identique. Le fait que l'on trouve 
des intermédiaires d'assemblage identiques in vitro et in vivo sug- 
gère que les processus d'assemblage in vivo et in vitro sont très 
voisins. 


FIGURE 32-30 Plan d'assemblage de Ia petite sous-unité de E. coli. 
Les protéines à liaison primaire, secondaire et tertiaire sont respective- 
ment représentées par des cercles verts, bleus et rouges. Les flèches 
épaisses ou fines correspondent respectivement à une grande ou faible 
facilité de liaison. Ainsi, la flèche épaisse de l'ARN 16$ vers S15 
indique que S15 se lie directement à l'ARN 16$ en l'absence d'autres 
protéines, il s’agit donc d’une protéine à liaison primaire. La flèche 
épaisse de S1S vers S18 indique que SIS est une protéine à lixison 
secondaire et la flèche entre S18 et, S6 et S11, indique que 56 et S11 
sont des protéines à liaison tertiaire, Les flèches entre les boîtes ombrées 
et S11 indiquent que les protéines dans ces boîtes se lient en bloc à S11. 


{D'après Held, W.A., Ballou, B., Mizushima, S., et Nomura, M., J, Biol 
hum AO 2100 10741 


d. L’élucidation de la structure atomique du ribosome 
procaryotique a été un travail de longue haleine 
L'élucidation de la structure atomique du ribosome a constitué 

une longue quête sur plus de quatre décennies de lents progrès, 

ponctués parfois de progrès plus important grâce à des avancées 
technologiques. Tout a commencé dans les années 1960 par des 
micrographies de microscopie électronique de transmission, telles 
que dans la Fig. 32-26a, qui ne donnaient que des formes vagues 
en 2D. Des modèles de faible résolution en 3D ont suivi dans les 
années 1970 grâce aux techniques de reconstruction d'image 
(Fig. 32-26b). Ultérieurement, au cours des années 1970, les sites 
de fixation de nombreuses protéines ribosomiales ont été détermi- 
nés par James Lake et Georg Stôffler par immuno-microscopie 
électronique. Des anticorps dirigés contre une protéine riboso- 
miale spécifique, servent à marquer sa position dans des micro- 
graphies électroniques où l'anticorps est complexé à une sous- 
unité ribosomiale, Ces résultats ont été confirmés et améliorés dans 
les années 1980 par des mesures de diffraction de neutrons des 
sous-unités 30S réalisées par Donald Engleman et Peter Moore. 

Elles ont montré les distances entre les centres de masse des pro- 

téines constitutives et donc leur distribution dans l'espace, Ces 

études structurales ont été complétées par divers travaux de pon- 
tage covalent et de transfert de fluorescence pour vérifier la proxi- 
mité spatiale de différents constituants ribosomiaux. 

La structure moléculaire du ribosome procaryotique a com- 
mencé à se préciser dans les années 1990 grâce au développe- 
ment de la cryomicroscopie électronique (cryo-ME). Pour cette 
technique, l'échantillon est refroidi à la température approxima- 
tive de l'azote liquide (—-196°C) assez vite (quelques millise- 
condes) pour que l'eau de l'échantillon n'ait pas le temps de 
cristalliser mais qu'elle reste à l'état visqueux (comme le verre). 
Ainsi, l'échantillon reste hydraté et conserve donc mieux sa 
forme native que dans la microscopie électronique convention- 
nelle (dans laquelle l'échantillon est deshydraté par le vide). Ces 
études, conduites en grande partie par Joachim Frank, ont montré 
les sites de fixation des ARNI et de l'ARNm ainsi que ceux de 
nombreux facteurs protéiques solubles, sur le ribosome (Fig. 32- 
31). Le niveau maximum de résolution des ribosomes obtenu par 
cryo-ME s'est progressivement amélioré au cours des années 
pour atteindre environ 10 À. 

Les sous-unités ribosomiales ont été cristallisées pour la pre- 
mière fois par Ada Yonath en 1980 mais elles diffractaient mal les 
rayons X. Cependant, au fil des ans, la qualité de ces cristaux a 
augmenté jusqu'à ce qu'en 1991 Yonath publie des cristaux de la 
sous-unité 50$ diffractant les rayons X avec une résolution de 3 À. 
Ce n'est pourtant que plus tard dans les années 1990, que la tech- 
nologie a été à même de déterminer les structures par rayons X de 
ces complexes moléculaires gigantesques. En 2000, l'annus mira- 
bilis (l'année du miracle) de la ribosomiologie, Moore et Steitz ont 
publié la structure par rayons X de la sous-unité ribosomiale 50S 
de la bactérie halophile (aimant le sel) Haloarcula marismortui à 
résolution quasi-atomique (2,4 À) et que Ramakrishnan et Yonath 
publièrent indépendamment l'un de l’autre la structure par 
rayons X de la sous-unité 30S de T. thermophilus avec une résolu- 
tion de -3 À. En 2001, Noller a publié la structure du ribosome 
entier de T. thermophilus avec une résolution de 5,5 À. Dans le 
paragraphe suivant nous allons étudier les propriétés fondamen- 
tales de ces structures. Nous nous intéresserons aux implications 
fonctionnelles à partir de la section 32-3C. 
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FIGURE 32-31 Image du ribosome de E. coli à -25À de résolution 
d'après des études de Cryo-électromicroscopie. Dans ce modèle en 
trois dimensions semi-transparent, la sous-unité 30S (en jaune) est à 
gauche et la sous-unité 50S (en bleu) est à droite, Les ARNt qui occupent 
les sites À, P et E sont colorés respectivement en rose, en ver et en doré. 
Le trajet qu'on en déduit pour l'ARNm est représenté par une chaîne de 
perles oranges dans laquelle les six nucléotides au contact des sites À et 
P sont colorés respectivement en bleu et en violet. On voit une partie du 
tunnel (au centre à droite) de la sous-unité 50S par lequel la chaîne poly- 
peptidique sort. Le symboles L1 et St indiquent les positions de la pro- 
téine L1 et la tige dans la sous-unité 50S (Fig. 32-26b). [Avec l'aimable 
autorisation de Joachim Frank, Université de l'état de New York, 
Albany.] 


e. L'architecture du ribosome 

On peut établir quelques généralités concernant l'architecture 
du ribosome en se basant sur les structures des sous-unités 30S et 
50S : 


L. Les deux ARNr 16$ et 23S sont des assemblages d'éléments 
hélicoïdaux reliés par des boucles, dont la plupart sont des exten- 
sions irrégulières d'hélices (Fig. 32-32). Ces structures qui se 
recouvrent assez bien avec les anciennes prédictions de structures 
secondaires (Fig. 32-27), sont stabilisées par des interactions entre 
les hélices comme des accolements petit sillon contre petit sillon, 
qu'on a aussi observés dans la structure des introns de groupe I 
(Section 31-4A ; rappelez-vous que la forme A de l'ARN a un 
sillon mineur très peu profond). Il y a insertion dans les sillons 
mineurs, de crêtes des phosphates, et d'adénines espacées dans la 
séquence mais dont la position relative est souvent très conservée. 
Bien que la détermination de la structure des sous-unités riboso- 
miales 30S et 50S ait augmenté le nombre de structures d'ARN 
connues à résolution atomique d'environ un facteur 10, presque 
tous les motifs de structures secondaires trouvés dans le ribosome 
se retrouvent ailleurs dans la structure d'ARN plus petits. Cela 
suggère que le répertoire de motifs de structures secondaires des 
ARN est limité. 

2. Chacun des quatre domaines de l'ARN 165$, qui s'étendent 
à partir d'un point central de jonction (Fig. 32-27a) forme une par- 
tie morphologiquement distincte de la sous-unité 30S (Fig. 32- 
32a) : le domaine 5’ forme la plus grande partie du corps (Fig. 32- 
26b), le domaine central forme la plate-forme, le domaine 3° 
majeur forme la totalité de la tête et le domaine 3° mineur, qui ne 
comporte que deux hélices, est situé à l'interface entre les sous- 
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(a) {b) 
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FIGURE 32-34 Collection de structures de protéines ribosomiales, 
Protéines de : {a) la sous-unité 305$, (b) la sous-unité 50$S, On a repré- 
senté le squelette des protéines avec leurs parties globulaires en vert et 
leurs segments allongés en rouge. Les parties globulaires sont exposées à 
la surface de leurs sous-unités respectives (Fig. 32-33), tandis que les 
segments allongés sont surtout enfouis dans l'ARN. Les ions Zn2° fixés 
par L37e et L44e apparaissent comme des sphères roses. [Avec l'aimable 
autorisation de V, Ramakrishnan, Laboratoire MRC de Biologie Molécu- 
laire, Cambridge, U.K., et Peter Moore, Université de Yale.] 


FIGURE 32-35 Structure par 
rayons X du ribosome 705$ de 

T. thermophilus complexé avec trois 
ARNt et un fragment d'ARNm, 
Dans ces dessins en 3D ( stéréo- 
grammes, dont l’utilisation est expli- 
quée dans l'annexe du Chapitre 8), 
l'ARN 165 est en bleu clair, l'ARN 
235 en gris et l'ARN 5S en bleu pâle. 
Les protéines de la petite sous-unité 
sont en bleu foncé et celles de la 
grande sous-unité en violet, Les ARNt 
fixés aux sites À, P et E (qui sont en 
grande partie cachés) sont respective- 
ment en doré, en orange et en rouge. 
(a) Vue identique à celle de droite en 
bas de la Fig. 32-26b, dans laquelle la 
sous-unité est devant la grande sous- 
unité, (b) Une vue après rotation de 
90° autour d'un axe vertical par rap- 
port à la partie a, qui ressemble à 
celle de la Fig. 32-31, Ici, l'ARNt du 
site À est plus facile à voir au fond 
d'un entonnoir dans lequel se fixent 
les facteurs d'élongation (Section 32- 
3D). [Avec l'aimable autorisation de 
Harry Noller, Université de Californie, 
Santa Cruz. PDBid 1GIX et IGIY.]. 
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TABLEAU 32-8 Composants des ribosomes cytoplasmiques de foie de rat 


Ribosome Petite sous-unité Grande sous-unité 

Coefficient de sédimentation 80S 40$ 60S 
Masse (kD) 4220 1400 2820 
ARN 

Principal 18S, 1874 nucléotides 285, 4718 nucléotides 

Secondaires 5.85, 160 nucléotides 

55, 120 nucléotides 

Masse d'ARN (kD) 2520 700 1820 
Pourcentage de la masse 60% 50% 65% 
Protéines 33 polypeptides 49 polypeptides 
Masse protéique (kD) 1700 700 1000 
Pourcentage de la masse 40% 50% 35 % 


sous-unités inégales, qui ont des compositions assez différentes de 
celles des procaryotes (Tableau 32-8; comparez avec le Tableau 
32-7). La petite sous-unité (40S) du ribosome cytoplasmique de 
foie de rat, qui est de loin le ribosome d'eucaryote le mieux carac- 
térisé, est formée de 33 polypeptides uniques et d'un 
ARNr 185. Sa grande sous-unité (60$) contient 49 polypeptides 
différents et trois ARNr, 285$, 5.8$ et 5S. On pense que la plus 
grande complexité des ribosomes eucaryotiques, par comparaison 
aux ribosomes procaryotiques, est due à des fonctions supplémen- 
taires du ribosome eucaryotique. Son mécanisme d'initiation de la 
traduction est plus complexe (Section 32-3C), il doit être trans- 
porté du noyau où il se forme, vers le cytoplasme où la traduction 
a lieu, en outre, la machinerie dont il fait partie dans les voies de 
sécrétion est plus compliquée (Section 12-4B). 


Des comparaisons de séquence des ARNr correspondants de 
différentes espèces montrent que l'évolution a plutôt conservé 
leurs structures secondaires que leurs séquences de bases (Fig. 32- 
27a et 32-37). Par exemple, une paire G - C d'une tige appariée de 
l'ARNr 16$ de E. coli a été remplacée par une paire A + U dans la 
tige correspondante de l'ARNr 18S de la levure. L'ARNr 5,85, 
que l'on trouve dans la grande sous-unité des eucaryotes, en com- 
plexe par appariements de bases avec l'ARN 285, a une homolo- 
gie de séquence avec l'extrémité 5° de l'ARNr 23S des proca- 
ryotes. Il semble que l'ARNr 5,8$ se soit formé à la suite de 
mutations qui ont modifié la maturation post-transcriptionnelle de 
l'ARN, aboutissant à un quatrième ARNr. L'image établie d'après 
des études de cryo-ME du ribosome 80$ de levure (Fig 32-28) a 
été déterminée par Andrej Sali, Günter Blobel et Frank avec une 


FA | | L 


FIGURE 32-37 Les structures secondaires proposées d'ARNr de type 
165 éloignés sur le plan de l’évolution. (a) Archaebactéries (Halobacte- 
rium volcanii), (b) Eucaryotes (S. cerevisiae). (c) Mitochondries de mam- 
mifères (bovin), Comparez ces structures avec la structure secondaire 
proposée pour l'ARN 16$ d'eubactéries (E. coli) dans la Fig. 32-27a. 
Notez les similitudes étroites entre ces assemblages : ils diffèrent essen- 


tiellement par des insertions et des délétions de structures en tige et en 
boucle. Les ARN de type 235 de différentes espèces présemtent, de la 
même manière, des structures secondaires semblables, [D'après Gutell, 
RR., Weiser, B., Woese, C.R., et Noller, HF. Prog. Nucleic Acid Res. 
Mol. Biol. 32, 183 (1985).] 
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{a) 


FIGURE 32-38 Image du ribosome 80S de levure à une résolution de 
15 À d'après des études de Cryo-ME. (a) Le ribosome est vu de coté 
comme le ribosome de E, coli dans la Fig. 32-31, La petite sous-unité 
(405) est en jaune, la grande (605), en bleu, l'ARNt fixé au site P est en 
vent. Les portions de ce ribasome qui ne sont pas homologues d'ARN ou 
de protéines du ribosome de E. coli sont en doré pour la petite sous-unité 
ct en rose pour la grande sous-unité, {b) Image calculée de lu petite sous- 
unité isolée, vue par l'interface comme dans la partie de gauche de la 
Fig. 32-33a. (c) Image calculée de la grande sous-unité isolée, vue par 
l'interface comme dans la partie de gauche de la Fig. 32-33b. [Avec l'ai- 
mable autorisation de Joachim Frank, Université de l'état de New York, 
Albany.] 


résolution de 15 À. Elle montre qu’il y a un fort degré de conser- 
vation structurale entre les ribosomes eucaryotiques et procaryo- 
tiques. Bien que la sous-unité 40S de levure (qui renferme un 
ARNr 185 de 1798 nt et 32 protéines) contienne 256 nt d'ARN et 
11 protéines de plus que la sous-unité 30$S de E. coli 
(Tableau 32-8 ; 15 des protéines de £, coli sont des homologues de 
celles de la levure), elles présentent toutes deux la même subdivi- 
sion avec une tête, un cou, un corps et une plate-forme (Fig. 32- 
38b versus Fig. 32-26b et 32-33a). Beaucoup des différences entre 
ces deux petites sous-unités ribosomiales sont dues à l'ajout 
d'ARN et aux protéines supplémentaires, bien que les parties simi- 
laires présentent également plusieurs différences de conformation 
indépendantes. De même, la sous-unité 60$ de levure (Fig. 32- 
38c ; elle est constituée d’un agrégat de 3671 nt et de 45 protéines) 
ressemble par sa structure à la sous-unité 50S procaryotique (Fig. 
32-26b et 32-33b), bien plus petite qu'elle (Tableau 32-7). Le ribo- 
some de levure présente 16 ponts entre les deux sous-unités, dont 
12 correspondent aux 12 ponts observés dans la structure par 
rayons X du ribosome de T:thermophilus (Fig. 32-26). Cette 
remarquable conservation au cours de l'évolution montre l'impor- 
tance de ces ponts. De plus, l'ARNt qui occupe le site P du ribo- 
some de levure a une conformation qui ressemble davantage à 
celle de l'ARNt du site P dans le ribosome de T. thermophilus qu'à 
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B. La synthèse polypeptidique : vue d'ensemble 


Avant d'étudier en détails la synthèse polypeptidique, il nous 
semble utile d'en dégager les principales caractéristiques. 


a. La synthèse polypeptidique se fait depuis l'extrémité 

N-terminale vers l’extrémité C-terminale 

Le sens de la synthèse polypeptidique ribosomiale a été déter- 
miné en 1961 par Howard Dintzis, par des expériences de mar- 
quage radioactif, Il exposa des réticulocytes en train de synthétiser 
activement de l'hémoglobine à de la leucine marquée par *H pen- 
dant des périodes inférieures au temps nécessaire pour synthétiser 
un polypeptide entier, Le degré de marquage des peptides tryp- 
siques obtenus à partir de molécules d'hémoglobine solubles ache- 
vées augmentait en fonction de leur proximité de l'extrémité C-ter- 
minale (Fig. 30-37). Les nouveaux acides aminés doivent donc être 
incorporés à l'extrémité C-terminale du polypeptide en formation ; 
autrement dit, la synthèse polypeptidique se fait dans le sens N-ter- 
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jours estérifié à une molécule d'ARNt sous forme d'un peptidyl- 
ARNt: 


ARNt 


| 
(e) 


| 
07 H H 
H H 
O OH 


CH—R, 
NHÿ 
Peptidyl-ARNt 


Le polypeptide naissant doit donc s’allonger en étant transféré 
depuis le peptidyl-ARNt au nouvel aminoacyl-ARNt pour former 
un peptidyl-ARNt avec un résidu en plus (Fig. 32-41). Apparem- 
ment, le ribosome a au moins deux sites de liaison pour des ARNt : 
le site peptidyl ou site P, où se lie le peptidyl-ARNt, et le site ami- 
noacyl ou site A, où se lie l'aminoacyl-ARNt nouveau (Fig. 32- 
41). Par conséquent, après formation de la liaison peptidique, 


Site P Site A Site P 
| 
1. 
R,.r- CH 
il ————+ 
Oo=cC 
NH :NH, 
D 
R, su re R,T ÿE 
Go (e) OH 
| | | 
ARNt.. ARNt ARNt... 


l'ARNt du site P qui vient d'être désacylé doit s'en aller pour être 
remplacé par le peptidyl-ARNt nouvellement formé du site A, per- 
mettant ainsi un nouveau cycle de formation de liaison peptidique. 
La découverte par Knud Nierhaus que chaque ribosome peut lier 
jusqu'à trois ARNt désacylés mais seulement deux aminoacyl- 
ARNt montre cependant que le ribosome a un troisième site de 
liaison pour un ARNt : le site exit ou site E, qui lie transitoirement 
l'ARN sortant. Nous verrons que les trois sites s'étendent sur les 
deux sous-unités ribosomiales. 

Les détails du mécanisme d'élongation de la chaîne sont étu- 
diés dans la Section 32-3D. Les mécanismes d'initiation et de ter- 
minaison de la chaîne, qui sont des processus particuliers, sont étu- 
diés respectivement dans les Sections 32-3C et 32-3E. Dans toutes 
ces sections nous étudierons d'abord le mécanisme tel qu'il se 
déroule chez E. coli puis nous le comparerons avec ce qui se passe 
chez les eucaryotes. 


C. Initiation de la chaîne 


a. fMet est le résidu N-terminal des polypeptides chez les 
procaryotes 
La constatation que presque la moitié des protéines de E. coli 
commencent par l'acide aminé Met, plutôt rare autrement, a sug- 
géré que l'initiation de la traduction nécessite un codon spécial, 
identifié depuis comme étant AUG (et occasionnellement GUG 
chez les procaryotes). Puis on découvrit l'existence d'une forme 
insolite de Met-ARNt%#* dans laquelle le résidu Met est N-for- 
mylé : 
: SE CH; 
(e) CH, O 


Il 
HC— NH — CH—C— 0— tRNAM* 


N-Formylméthionine-ARNt?"° 
(fMet-ARNt}"*") 
Site À 
| 
1. 
R,TQH 
Er 
‘oi 
sd 
RE 
NH 
8 Gt FIGURE 32-41 La réaction de la peptidyl transfé- 
“4 rase ribosomiale conduisant à la formation d'une 
O=C liaison peptidique. Le ribosome catalyse l'attaque 
| nucléophile de la liaison ester du peptidyl-ARNt du 
[e) site P par le groupement amino de 
| l'aminoacyl-ARNt du site À, formant ainsi une nou- 
ARNt,..…. velle liaison peptidique en transférant le polypentide 
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ment de bases entre la séquence de Shine-Dalgarno d'un ARNm et 
l'ARNr 16$ permettent au ribosome de sélectionner le codon d'ini- 
tiation correct. Ainsi des ribosomes dont les séquences anti-Shine- 
Dalgarno ont été modifiées par mutation ont souvent une capacité 
fortement réduite pour reconnaître des ARNm naturels, alors qu'ils 
traduisent efficacement des ARNm dont les séquences de Shine- 
Dalgarno ont été rendues complémentaires aux séquences anti- 
Shine-Dalgarno modifiées. De plus, si l'on traite des ribosomes par 
de la colicine E3 (une protéine produite par des souches de E. coli 
porteuses du plasmide E3), qui détache spécifiquement un frag- 
ment de 49 nucléotides de l'extrémité 3” de l'ARNr 165, ces ribo- 
somes ne peuvent plus commencer la synthèse de nouveaux poly- 
peptides mais peuvent achever la synthèse d'une chaîne déjà 
commencée. 

La structure par rayons X du ribosome 70$ montre, et concorde 
en cela avec la Fig. 32-31, qu'un segment d'environ 30 nt est 
enroulé dans un sillon qui fait le tour du cou de la sous-unité 30$ 
(Fig. 32-44). Les codons de l'ARNm dans les sites À et P sont 
exposés au niveau de l'interface sur le coté de la sous-unité 305, 
tandis que les extrémités 5’ et 3° sont fixées dans des tunnels com- 


FIGURE 32-44 Trajet de l'ARNim à travers la sous-unité 30S, vu par 
le côté de l'interface, L'ARN 16$ est en bleu clair. L'ARNm est sous 
forme d'un cylindre jaune avec ses codons aux sites A et P respective- 
mem en orange et en rouge. L'hélice de Shine-Dalgamo (qui inclue un 
segment de l'ARN 168) est en rose, Lex protéines S3, S4 et SS sont en 
vent, les protéines $7, S11 et S12 en violet et les autres protéines riboso- 
miales sont absentes pour plus de clarté. Les protéines S3, S4 et SS, qui 
forment en partie l'entonnoir par lequel l'ARNm entre dans le ribosome, 
doit fonctionner comme une hélicase qui enlève les structures secon- 
daires de l'ARNm qui interfèreraient sans cela avec La fixation de 
l'ARN, [Avec l'aimable autorisation de Glona Culver, Université d'état 
de l'lowa. D'après une structure Par rayons X de Harry Noller, Univer- 
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posés d'ARN et de protéine. La séquence de Shine-Dalgamo de 
l'ARNm qui se situe près de l'extrémité 5”, est appariée par ses 
bases, comme on s'y attend, avec la séquence anti-Shine-Dalgarmo 
de l'ARNr 165, qui se trouve près du site E. Le segment de double 
hélice qui en résulte se loge dans une fente formée par des élé- 
ments de l'ARN 16$ et des éléments protéiques de la tête, du cou 
et de la plate-forme de la petite sous-unité, 


c. L’initiation est un processus en trois étapes qui nécessite 
la participation de facteurs d'initiation protéiques 
solubles 
Des ribosomes intacts ne se lient pas directement à un ARNm 

pour commencer la synthèse polypeptidique. En fait, l'initiation 

est un processus complexe dans lequel les deux sous-unités du 
ribosome et le fMet-ARN(" s'assemblent sur un ARNm disposé 
correctement pour former un complexe capable de commencer 
l'élongation de la chaîne. Ce processus d'assemblage nécessite 
aussi la participation de facteurs d'initiation protéiques qui ne 
sont pas associés en permanence aux ribosomes. Chez E. coli, 
l'initiation implique trois facteurs d'initiation appelés IF-1, IF-2, 
et EF-3 (IF pour « Initiation factor » ; Tableau 32-9). On découvrit 
leur existence quand on s'aperçut qu'en lavant les petites sous-uni- 


TABLEAU 32-9 Les facteurs protéiques solubles de la synthèse 
protéique d'E. coli 


Nombre de 

Facteur résidus" Fonction 

Facteurs d'initiation 

IF-1 71 Aide la liaison d’IF-3 

IF-2 890 Se lia à l'ARN initiateur 
et au GTP 

1F-3 180 Libère l'ARNm et l'ARNt 
de la sous-unité 30S 
recyclée et aide la liason 
d'un nouvel ARNm 

Facteurs d'élongation 

EF-Tu 393 Se lie a l'aminoacyl-ARNt 
et au GTP 

EF-Ts 282 Déplace le GDP 
Ed'F-Tu 

EF-G 703 Provoque la translation par 
fixation et hydrolyse de 
GTP 

Facteurs de libération 

RF-1 360 Reconnaît les codons 
d'arrêt UAA et UAG 

RF-2 365 Reconnaît les codons 
d'arrêt UAA et UAG 

RF-3 528 Stimule la libération de 
RF-1/RF-2 en hydrolysant 
du GTP 

RRF 185 Avec EF-G induit lu 
dissociation du ribosome 


en ses deux sous-unités 
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Complexe de préinitiation 435 
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FIGURE 32-46 Les étapes de l'initiation de 
la traduction chez les eucaryotes. Les fac- 
teurs d'initiation sont représentés par des rec- 
tangles de couleur lors de leur première parti- 
cipation et par des cercles de même couleur 
par La suite, Les complexes multimériques sont 
hypothétiques. Plusieurs des facteurs d'initia- 
tion (4A, 4B, 4E, 4G et 4H) n'ont pas été 
représentés dans le complexe d'initiation 48S 
pour plus de clarté. {D'après un dessin de Her- 
shey, J.W.B. et Mernick, WC., dans Sonen- 
berg, N., Hershey, J.W.B.. and Mathews. M.B. 
(Eds.). Translational Control of Gene Expres- 
sion, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
(2000).] 


26 chaînes polypeptidiques. L'initiation eucaryotique se fait de la 
façon suivante (Fig. 32-46) : 


L. Le processus commence par la fixation de elF3 (qui com- 
porte 11 sous-unités différentes) et de eIFIA (un monomère 
homologue de IF-1 bactérien) à la sous-unité 40$ dans un ribo- 
some 80S inactif (qui a terminé l'élongation d'un polypeptide), 
ainsi la sous-unité se détache. 

2. Le complexe temaire contenant eIF2 (un hétérotrimère), le 
GTP et Met-ARNI "6 se fixe à la sous-unité ribosomiale 40S 
assisté par eIFI (un monomère) et forme le complexe de préini- 
tiation 435$. L'indice «i» sur l'ARNt," fait la distinction entre 
l'ARN d'initiation des eucaryotes, dont le résidu Met fixé n'est 
jamais N-formylé, et celui des procaryotes ; cependant, les deux 
types sont tout à fait interchangeables in vitro. 

3. Les ARNm d'eucaryotes n'ont pas l'équivalent de la 
séquence de Shine-Dalgarno des procaryotes pour se fixer à 
l'ARNr 18$. Ils ont en fait un mécanisme totalement différent de 
reconnaissance du codon d'initiation AUG de l'ARNm. Les ARNm 
eucaryotiques ont presque tous une coiffe mG et une queue 
poly(A) (Section 31-4A), Ils sont toujours mono-cistroniques, et 
leur traduction débute presque toujours à leur premier AUG. Cet 
AUG, qui se trouve à la fin d’une région 5’-non-traduite de 50 à 
70 nt, se trouve au sein de la séquence consensus GCCRC- 
CAUGG. Les changements de la purine (R), située 3nt avant le 


{a) 


(102 


FIGURE 32-47 Structure par rayons X du facteur elF4E murin com- 
plexé avec m'GDP, un analogue de la coiffe m°G. (a) Le site de fixa- 
tion de m'GDP, dans lequel m'GDP et les chaînes latérales qui s'y fixent, 
sont représentés en vue éclatée. Les atomes de m'GDP sont colorés en 
fonction de leur nature (C en vert, N en jaune sombre, O en rouge et P 
en jaune vif). Les chaînes latérales des protéines avec lesquelles m'GDP 
interagit sont représentées de différentes couleurs. Les liaisons hydro- 
gène, les ponts salins et les interactions de van der Waals sont représentés 
par des lignes pointillées, les molécules d'eau qui les pontent sont repré- 
sentées par des perles noires. La base m/G est intercalée entre les noyaux 
indoles des résidus Trp 56 et Trp 102, où elle interagit spécifiquement, 


Section 32-3. Les ribosomes et la synthèse polypeptidique 1325 


codon AUG et du G qui suit immédiatement l'AUG réduisent l'ef- 
ficacité de la traduction de -10 fois chacun, d’autres changements 
ont des effets moins marqués. De plus, la structure secondaire 
(tige-boucle) de l'ARNm en amont du site d'initiation peut dimi- 
nuer l'efficacité de l'initiation. La reconnaissance du site d'initia- 
tion commence par la liaison de eIF4F à la coiffe m°G. Le facteur 
elFAF est un complexe hétérotrimérique composé de elF4E, 
elF4G et eIF4A (tous des monomères). Le facteur eIF4E (la pro- 
téine de liaison à la coiffe, CBP pour «cap-binding protein ») 
reconnaît la coiffe m'G de l'ARNm, elF4G sert de système de 
jonction entre e[F4E et eIF4A, Les structures par rayons X et par 
RMN de elF4E complexé avec le m/G ont été déterminées par 
Nahun Sonenberg, Stephen Burley et par Sonenberg et Gerhard 
Wagner. Elles montrent que la protéine fixe la base m/G en l'in- 
tercalant entre deux résidus Trp très conservés (Fig. 32-474), dans 
une région adjacente à une fente positivement chargée constituant 
le site probable de fixation de l'ARNm (Fig. 32-47b). La base m°G 
est reconnue spécifiquement grâce à des liaisons hydrogène avec 
des chaînes latérales de la protéine d'une façon qui rappelle une 
paire de base G + C. Le facteur eIF4G se fixe aussi à la protéine de 
liaison à la queue poly(A) (PABP : Section 31-4A) qui est attachée 
à la queue poly(A) de l'ARNm, il y a donc circularisation de 
l'ARNm (non montré dans la Fig. 32-46). Bien que cela explique 
la synergie entre la coiffe m°G et sa queue poly(A) dans l'activa- 
tion de l'initiation de la traduction, le rôle de cette circularisation 


(b) 


avec les chaînes latérales des protéines, par des liaisons hydrogène et des 
interactions de van der Waals. Le groupement phosphate du GDP inter- 
agit directement et indirectement avec trois chaînes latérales basiques. 
(b) Surface accessible aux solvants de cIF4E vue approximativement 
comme en à et colorée en fonction de son potentiel électrostatique (néga- 
tif en rouge, positif en bleu, proche de La neutralité en blanc). Le m'GDP 
est représenté en vue éclatée et coloré comme en 4. On pense que 
l'ARNm se fixe dans la fente positivement chargée (flèche jaune) qui est 
adjacente au site de liaison de m'G et qui passe entre les résidus Lys 159 
et Ser209, [Avec l'aimable autorisation de Nahum Sonenberg, Université 
McGill, Montréal, Québec, Canada. PDBid 1EJ1.] 
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n'est pas évident. Mais une hypothèse intéressante est qu'elle per- 
met à un ribosome qui a terminé la traduction de l'ARNm de réini- 
tier la traduction sans nécessité d’un désassemblage puis d'un 
réassemblage. Une autre possibilité est que cela empêche la tra- 
duction d'ARN incomplets (cassés). 


4. Les facteurs elF4B (un homodimère contenant un motif 
RRM) et elF4H (un monomère) s'unissent au complexe elF4F- 
ARNm pour stimuler l'activité ARN-hélicase de elF4A qui va 
dérouler les segments en hélice de l'ARNm en consommant de 
l'ATP, On pense que cela détache aussi les protéines accrochées à 
l'ARNm (Section 32-4A). Le facteur eIF4A est le prototype de la 
famille de protéines à boite DEAD, dont le nom vient d'un motif 
de séquence contenu dans les divers membres de cette famille, qui 
ont tous une activité NTPase, 


5. Le complexe elF4F-ARNm-elF4B-elF4H se lie au com- 
plexe de pré-initiation 43S par une interaction protéine-protéine 
entre elF4G et elF3 qui est attaché à la sous-unité 405. C'est assez 
différent du processus correspondant chez les procaryotes (Fig. 32- 
45) où l'ARNm se lie à la sous-unité ribosomiale 305$ via des asso- 
ciations entre des molécules d'ARN (qui impliquent la séquence 
de Shine-Dalgarno et l'interaction codon-anticodon). 


6. elF5 (un monomère) s'ajoute au complexe. Le complexe de 
pré-initiation 43S se déplace alors le long de l'ARNm, selon un 
processus dépendant de l'ATP appelé balayage (scanning), jus- 
qu'à ce qu'il rencontre le codon d'initiation AUG de l'ARNm où 
il forme le complexe d'initiation 485$. La reconnaissance de AUG 
se fait principalement par l'appariement de bases avec l'anticodon 
CUA porté par Met-ARNtM, comme l'a démontré le fait que la 
mutation de cet anticodon entraîne la reconnaissance d'un nouveau 
codon capable de s'apparier, à la place de AUG. 


7. La formation du complexe d'initiation 48$ induit l'hydro- 
lyse par elF2 du GTP qui lui est attaché en GDP + P,, cela entrai- 
nant la libération de tous les facteurs d'initiation, mais Met-ARN- 
tt reste dans le site P de la petite sous-unité. La réaction 
d'hydrolyse est stimulée par l’action de type GAP de elFS (Sec- 
tion 19-3C). 


8. La sous-unité 60S s'attache au complexe Met-ARNI 
sous-unité 40, cette réaction est sous le contrôle de la GTPase 
elFSB (un monomère homologue de IF2 bactérien), on obtient 
ainsi le complexe d'initiation ribosomiale 80S. L'initiation de la 
traduction eucaryotique consomme donc deux molécules de GTP 
au lieu d’une chez les procaryotes (Fig. 32-45). 

9. 11 ne reste plus qu'à recycler le complexe eIF2 + GDP en 
échangeant son GDP contre du GTP. Cette réaction est réalisée par 
elF2B (un hétéropentamère), qui est ici le facteur d'échange de 
nucléotide guanylique de elF2 GEF; Section 19-3C). 


Beaucoup de facteurs d'initiation eucaryotes sont soumis à des 
réactions de phosphorylation/déphosphorylation et sont donc sus- 
ceptibles de participer au contrôle de la traduction eucaryotique, 
nous étudierons ce point dans la Section 32-4, 

Bien que les sites d'initiation de la plupart des ARNm euca- 
ryotiques soient identifiés à l'aide du mécanisme décrit ci-dessus, 
quelques ARNm ont un site d'entrée interne des ribosomes ([RES 
pour « internal ribosome entry site ») auquel la sous-unité 40 s'at- 
tache directement, rappelant en cela l'initiation procaryotique. 
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fait, il est évident qu'ils ne possèdent pas de séquences consensus 
faciles à identifier. 


D. Élongation de la chaîne 


Les ribosomes allongent la chaîne polypeptidique selon un cycle 
de trois réactions qui additionnent les résidus d'acides aminés à 
l'extrémité C-terminale d'un polypeptide en cours de synthèse 
(Fig. 32-48): 


L. Le décodage, au cours duquel le ribosome sélectionne et 
fixe un aminoacyl-ARNt dont l’anticodon est complémentaire du 
codon de l’'ARNm présent dans le site A. 

2. La transpeptidation, au cours de laquelle le groupement 
peptidyl de l'ARNt du site P est transféré au groupement aminoa- 
cyl dans le site À par la formation d'une liaison peptidique 
(Fig. 32-41). 

3. La translocation, au cours de laquelle les ARNt du site À 
et du site P sont respectivement transférés au site P et au site E 
accompagnés de l’'ARNm auquel ils sont liés, c'est-à-dire que 
l'ARNm, portant les ARNt liés à lui par des paires de bases, 
avance d'un codon dans le ribosome. 


Ce processus, qui se fait à la vitesse de 10 à 20 résidus incor- 
porés par seconde, implique la participation de plusieurs pro- 
téines non ribosomiales appelées facteurs d’élongation 
(Tableau 32-9). Nous allons décrire ce processus dans les para- 


graphes suivants, 


a. Le décodage 

Lors de l'étape de décodage du cycle d'élongation chez E. coli, 
un complexe binaire formé de GTP et du facteur d'élongation EF- 
Tu (aussi appelé EF1A) s'associe avec un aminoacyl-ARNt. Le 
complexe ternaire résultant se lie au ribosome et, au cours d'une 
réaction qui s'accompagne de l’hydrolyse de GTP en GDP + P, 
l'aminoacyl-ARNt se lie, grâce au complexe codon-anticodon, au 
site À du ribosome avec libération du complexe EF-Tu - GDP + P.. 
À la fin de cette étape, le GDP fixé sur EF-Tu est remplacé par du 
GTP, cette réaction est effectuée par le facteur d’élongation EF-Ts 
(aussi appelé EF1B). EF-Tu, ainsi que plusieurs facteurs riboso- 
miaux fixant le GTP, est une protéine-G, le ribosome est sa GAP 
et EF-Ts est son GEF. 

Les aminoacyl-ARNt peuvent se fixer dans le site A du ribo- 
some en l'absence de EF-Tu mais à un taux trop faible pour per- 
mettre la croissance cellulaire, L'importance de EF-Tu est montrée 
par le fait qu'il s'agit de la protéine la plus abondante chez E. coli 
où il y en a environ 100000 copies par cellule (plus de 5 % des pro- 
téines cellulaires), c'est à peu près le nombre de molécules 
d'ARNt dans la cellule. Par conséquent, {a quasi-totalité des ami- 
noacyl-ARN't de la cellule est séquestrée par EF-TU. 


b. La forme de EF-Tu l'empêche de se fixer à l'ARNt 
initiateur 
La structure par rayons X du complexe ternaire Phe- 
ARNC% - EF-Tu - GDPNP (GDPNP est un analogue non hydroly- 
sable du GTP; Section 19-3C) a été déterminé par Brian Clark et 
Jens Nyborg. Elle montre que ces deux macromolécules s’asso- 


cient pour former un complexe en forme de tire-bouchon dans 
lannal FETII nt lo tine arrentrira da l'ADN: formant 1ne enrta cle 
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FIGURE 32-48 Le cycle d'élongation des ribosomes de Æ, coli. Le site 
E, où sont transférés les ARNt déchargés avant d'être remis en solution, 
n'est pas montré. Le cycle d'élongation chez les eucaryotes est sem- 


poignée et la tige de l'anticodon de l'ARNt forme la vis 
(Fig. 32-49), La conformation de l'ARNL* ressemble étroitement 
à celle de la molécule libre (Fig. 32-11b). Le facteur EF-Tu se 
replie en trois domaines distincts reliés par des peptides flexibles 
à la façon de perles enfilées sur un fil, Le domaine 1, N-terminal, 
qui fixe les nucléotides guanyliques et catalyse l'hydrolyse du GTP 
a une structure semblable à celle d'autres protéines-G connues. 

L'association assez ténue entre les deux macromolécules se 
fait par quatre régions principales : (1) le segment CCA-Phe à 
l'extrémité 3° de Phe-ARNE°* se fixe dans une fente entre les 
domaines 1 et 2 de EF-Tu (en rouge et en vert dans la Fig. 32- 
49), qui aboutit dans une poche assez grande pour contenir n'im- 
porte quel acide aminé, (2) le groupement 5’ phosphate de 
l'ARNt se fixe dans un creux à la jonction des trois domaines 
de EF-Tu, et (3) un des cotés de la tige TyC de l'ARNt est au 
contact de la chaîne principale et de chaînes latérales du 
domaine 3 de EF-Tu (en bleu dans la Fig. 32-49), L'association 
étroite entre le groupement aminoacyl et EF-Tu semble aug- 
menter fortement l'affinité de EF-Tu pour l'ARN dont la fixa- 
tion est assez lâche par ailleurs. Cela explique pourquoi EF-Tu 
ne se fixe pas aux ARNt non chargés d'acides aminés. 


blable, mais EF-Tu et EF-Ts sont remplacés par une seule protéine oligo- 
mérique, eEF-1, et EF-G est remplacé par eEF-2. 


FIGURE 32-49 Structure par 
rayons X du complexe ternaire 
entre Phe-ARNIPHE, EF-TU de 
Thermus aquaticus et GDPNP. Les 
domaines 1, 2 et 3 de EF-Tu (en 
allant de Nter vers C-ter) sont rouge, 
vent et bleu, respectivement, L'ARNt 
est représenté sous forme d'échelle 
en violet. Le GDPNP est représenté 
sous forme éclatée (en noir) [Avec 
l'aimable autorisation de Jens 
Nyborg, Université d'Aarhus, Ârhus, 
Danemark, PDBid ITTT.] 
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EF-Tu ne se lie ni aux aninoacyl-ARNt formylés, ni à Met- 
ARNt%t bien qu'il ne soit pas formylé. C'est pourquoi l'ARN ini- 
tiateur ne lit jamais des codons internes AUG ou GUG. La pre- 
mière paire de bases de l'ARNtMK* est mésappariée (Fig. 32-42) et 
cet ARNI d'initiation a de ce fait un prolongement de 5 nt en 3° au 
lieu des 4 nt habituels pour un ARNt d'élongation. Il paraît pro- 
bable que la conjonction de ce mésappariement et du groupement 
formiate empêche fMet-ARNt* de se fixer à EF-Tu. En effet, EF- 
Tu se fixe à l'ARNI" de E. coli dont le résidu C 5’-terminal a été 
désaminé par un traitement au bisulfite (Section 30-7), cela rétablit 
la paire manquante par la formation d'une paire U - A. De même 
Sec-ARNI® qui ne se fixe pas non plus à EF-Tu mais plutôt à 
SELB (Section 32-2D) a 8pb dans la tige de son bras accepteur au 
lieu des 7 pb habituelles dans les autres ARNt d'élongation. Pour- 
tant, des ARNt initiateurs de sources diverses possèdent des tiges 
totalement appariées dans leur bras accepteur et par ailleurs la 
paire de base U1 + A72 de l'ARN s'ouvre lors de la fixation à 
la GInRS (Section 32-2C). 


c. EF-Tu subit des changements conformationnels 

importants en hydrolysant le GTP 

Morten Kjeldgaard et Jens Nyborg ont déterminé les structures 
par rayons X de EF-Tu de T. aquaticus (405 résidus) complexé 
avec le GDPNP (un analogue du GTP à hydrolyse lente) et de EF- 
Tu de E. coli (393 résidus)complexé à du GDP ; ils sont identiques 
à 70%. La conformation de EF-Tu complexé au GDPNP res- 
semble beaucoup à celle qu'il a dans le complexe ternaire avec 
Phr-ARNL% et le GDPNP (Fig. 32-49). Mais la comparaison des 
complexes avec le GDPNP et le GDP montre qu'en hydrolysant le 


FIGURE 32-50 Comparaison des structures par rayons X de EF-TU 
complexé soit au GDP, soit à GDPNP. On a représenté le squelette car- 
boné de la protéine, Le domaine 1 de fixation au GTP est représenté en 
violet dans le complexe avec GDP et en rouge dans le complexe avec 
GDPNP. Les domaines 2 et 3 qui ont la même orientation dans les deux 
complexes sont en vert et en bleu. Les GDP et GDPNP fixés sont en 
modèle éclaté avec : C en jaune, N en bleu, O en rouge et P en vert. 
[Avec l'aimable autorisation de Morten Kjeldgaard et Jens Nyborg, Uni- 
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GTP, EF-Tu fait l'objet d'une réorganisation structurale impor- 
tante, Le plus grand changement local de conformation concerne 
les régions switch I et switch Il du domaine 1, qui dans toutes les 
protéines-G signalent l'état du nucléotide fixé aux partenaires d'in- 
teraction (Section 19-2B; ici il s'agit des domaines 2 et 3). 
Switch 1 passe d’une forme d'épingle à cheveux B à une petite 
hélice œet l'hélice & de switch II se décale de 4 résidus en direc- 
tion de l'extrémité C-terminale. De ce fait, cette dernière hélice se 
réoriente de 42°, induisant ainsi le domaine 1 à modifier son orien- 
tation par rapport aux domaines 2 et 3 par une importante rotation 
de 91°environ. Cela supprime le site de liaison à l'ARNt 


d. EF-Ts détache le GDP de EF-Tu 

EF-Tu a 100 fois plus d'affinité pour le GDP que pour le 
GTP. C'est pourquoi l'interaction avec EF-Ts est nécessaire pour 
faciliter le remplacement du GDP fixé à EF-Tu par du GTP 
(Fig. 32-48, en haut). La structure par rayons X du complexe EF- 
Tu - EF-Ts a été déterminée par Stephen Cruzack et Reuben Leber- 
man. Elle révèle que EF-Tu a une conformation qui ressemble à 
celle qu'il adopte lorsqu'il est complexé au GDP (Fig. 32-51) mais 
où ses domaines 2 et 3 se sont écartés du domaine 1 d'un angle de 
18°. EF-Ts est une molécule allongée qui se fixe le long du coté 
droit de EF-Tu comme on le voit dans la Fig. 32-51. Elle est ainsi 
en contact avec les domaines 1 et 3 de EF-Tu. Les interactions des 
chaînes latérales de EF-Ts avec l’intérieur de la poche de liaison 
au GDP de EF-Tu désorganisent le site de liaison de l'ion Mg?*. 
Cela diminue l'affinité de EF-Tu pour le GDP et facilite donc 
l'échange contre du GTP (une fois que EF-Ts se sera dissocié), 
dont la concentration intracellulaire est 10 fois plus forte que celle 
du GDP (le segment de Sos qui contient le GEF interfère de la 
même façon avec la fixation de Mg?* et par conséquent avec la 
fixation des nucléotides guanyliques sur Ras; Section 19-3C). 
Après la fixation d’un ARNt d'élongation chargé sur EF-Tu, son 
affinité pour le GTP augmente. 


FIGURE 32-51 Structures par rayons X du complexe EF-Tu : EF-TS 

de E.coli. Les domaines 1, 2 et 3 de EF-Tu sont respectivement rose, vert 

et bleu clair, EF-TS est orange. [D'après une structure par rayons X de 
Cusack et Reuben Leberman, EMBL, Grenoble, France. PDBid 


e. La transpeptidation 

Dans l'étape de transpeptidation du cycle d'élongation 
(Fig. 32-48), la liaison peptidique est formée grâce au déplacement 
nucléophile de l’'ARNt du site P par le groupe amino de l'aminoa- 
cyl lié en 3° à l'ARNt du site A (Fig. 32-41). La chaîne polypepti- 
dique naissante s’allonge donc d’un résidu par son extrémité C-ter- 
minale et est transférée sur l’'ARNt du site À, un processus appelé 
transpeptidation, La réaction se fait sans nécessiter de cofacteurs 
activateurs comme l’ATP car la liaison ester entre le polypeptide 
naissant et l’ARNt au site P est une liaison « riche en énergie », Le 
centre peptidyl transférase qui catalyse la formation de la liaison 
peptidique appartient entièrement à la grande sous-unité, comme 
le montre le fait qu'en présence de fortes concentrations en solvant 
organique comme l'éthanol, la grande sous-unité isolée catalyse la 
formation de la liaison peptidique. Il semble que le solvant orga- 
nique déforme la grande sous-unité d’une manière comparable à 
l'effet de la liaison de la petite sous-unité, 


f. La puromycine est un analogue d’un aminoacyl-ARNt 
Le cycle d'élongation ribosomiale a été caractérisé initiale- 
ment, grâce à l’utilisation de l’antibiotique puromycine (Fig. 32- 
52). Cette substance extraite de Streptomyces alboniger, qui res- 
semble à l'extrémité 3° d’un Tyr-ARNt, entraîne l'arrêt prématuré 
de la synthèse de la chaîne polypeptidique. La puromycine, en 
compétition avec l’aminoacyl-ARNt spécifié par l'ARNm mais 
sans le besoin des facteurs d'élongation, se lie au site A du ribo- 
some qui, à son tour, catalyse une réaction de transpeptidation nor- 
male pour former un peptidyl-puromycine. Cependant, le ribo- 
some ne peut catalyser la réaction de transpeptidation du cycle 
d'élongation suivant car le «résidu amino-acide » de la puromy- 
cine est lié à son « ARNt» par une liaison amide et non une liai- 
son ester, La synthèse polypeptidique avorte donc et le peptidyl- 
puromycine est libéré. En l'absence du facteur d'élongation EF-G 
(voir plus loin), un ribosome actif ne peut lier la puromycine car 
son site À est, du moins en partie, occupé par un peptidyl-ARNt. 
Cependant, un ribosome qui vient d’être « initié » viole cette règle ; 
il catalyse la formation de fMet-puromycine, Ces observations 
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démontrent l'existence fonctionnelle des sites ribosomiaux A et P 
et prouvent que le fMet-ARNI*! se lie directement au site P. alors 
que les autres aminoacyl-ARNt doivent passer d'abord par le 
site À. 


g. Le ribososome est un ribozyme 

Quelle est la nature du centre peptidyl transférase, est-il com- 
posé d'ARN ou de protéine, ou encore des deux ? Du fait que 
toutes les protéines, y compris celles qui sont associées aux ribo- 
somes, sont synthétisées par les ribosomes, le ribosome primitif a 
dû être antérieur aux premières protéines et n'être constitué que 
d'ARN. Malgré cet argument évolutionniste qui nous paraîl 
aujourd'hui de simple bon sens, l'idée que l'ARN puisse avoir un 
rôle catalytique n'a pas eu de réel succès avant la découverte que 
l'ARN peut effectivement agir comme catalyseur (Section 31-4A). 
Plusieurs autres observations confirment que le ribososome est un 
ribozyme : 


1. On peut enlever toutes les protéines de la sous-unité 50S 
sauf trois d'entre-elles (L2, L3 et LA) sans qu'il perde sa fonction 
peptidyl transférase, 


2. Les ARNr sont mieux conservés au cours de l'évolution que 
les protéines ribosomiales. 

3. La plupart des mutations qui confèrent la résistance à des 
antibiotiques inhibiteurs de la synthèse protéique ont lieu dans des 
gènes codant les ARNr plutôt que dans ceux des protéines riboso- 
miales. 


Cependant, la preuve définitive de la fonction catalytique de 
l’ARNr dans la synthèse des polypeptides s’est avérée très difficile 
à établir. Noller a réussi à montrer que la grande sous-unité ribo- 
somiale de T. Thermophilus, dont 95 % des protéines avaient été 
retirées par traitement au SDS et à la protéinase K suivi d’une 
extraction au phénol (qui dénature les protéines, Section 6-6A), 
conserve plus de 80 % de son activité peptidyl transférase dans un 
modèle de réaction. Cependant, du fait que la partie protéique res- 
tante était composée de protéines ribosomiales intactes (on pense 


FIGURE 32-52 La puromycine. Cet antibiotique (à 
gauche) ressemble à l'extrémité 3'-terminale du tyrosyl- 
ARNt (à droite). 
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qu'elles sont enfouies à l'intérieur de l'ARN 235), on pouvait 
argumenter que ces protéines sont suffisantes pour la fonction 
catalytique du ribosome, Cela peut paraître raisonnable en consi- 
dérant que les protéines et les ARN ribosomiaux ont évolués 
ensemble pendant plus de 3,5 milliards d'années. 

La nature du centre peptidyl transférase a été révélée sans 
ambiguïté par son identification dans la structure par rayons X de 
la sous-unité 50$. La formation de la liaison peptidique est sup- 
posée ressembler à la réaction inverse de l’hydrolyse d’une liaison 
peptidique, telle qu'elle est catalysée par une protéase à sérine 
(Section 15-3C). Pour mimer l'intermédiaire de réaction tétra- 
édrique ribosomial (Fig. 32-53a), Michael Yarus a synthétisé un 
composé constitué du trinucléotide CcdA lié à la puromycine par 
un groupement phosphoramidite (Fig. 32-S3b). Ce composé, 
appelé CCdA-p-Puro, se lie fortement au ribosome et inhibe son 
activité peptidyl transférase. La structure par rayons X de la sous- 
unité 50$ complexée avec le CCdA-p-Puro montre que cet inhi- 
biteur se fixe au fond d'une fente profonde (Fig. 32-36a) à l'entrée 
du canal de sortie du polypeptide, de 100 À de long, qui passe à 
travers le dos de la sous-unité (Fig 12-50b). Ainsi, l’inhibiteur est 
totalement enveloppé dans l'ARN sans chaîne latérale protéique 
qui s'approche à moins de -18 À du groupement phosphoramidite 
de l'inhibiteur. On notera de plus que tous les nucléotides au 
contact du CedA-p-Puro ont un taux de conservation de plus de 
95 % dans les trois règnes des êtres vivants. Il est donc évident que 
la réaction de transpeptidation ribosomiale est catalysée par 
l'ARN. 

Comment le ribosome catalyse-t-il la réaction de transpeptida- 
tion ? Il est certain que le rôle catalytique principale du ribosome 
consiste, comme c’est le cas pour toute enzyme, à positionner cor- 
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FIGURE 32-53 Intermédiaire ribosomique tétraédrique et son ana- 
logue. (a) Structure chimique de l'intermédiaire tétraédrique (C en rouge) 
dans La formation de la saison peptidique par le ribosome, lorsque le 


rectement son substrat pour la réaction. En outre, l'examen du site 
actif peptidyl transférase montre que le seul couple acide-base 
dans un rayon de 5 À autour du groupement phosphoramidite du 
CcdA-Puro fixé, est l'atome N3 de la base conservée A2486 de 
l'ARNr (A2451 chez E. coli). Elle est à -3À de l'oxygène du grou- 
pement phosphoramidite et donc liée à lui par une liaison hydro- 
gène qui correspond à l’oxyanion de l'intermédiaire tétraédrique. 
Moore et Steitz ont de ce fait émis l'hypothèse que A2486-N3 joue 
le rôle de la base dans la réaction de la peptidyl transférase 
(Fig. 32-54). Il faut pour cela que A2486-N3 ait un pK d'au moins 
7 (rappelons que les transferts de protons entre deux groupements 
liés par liaison hydrogène ne se font à un taux significatif du 
point de vue physiologique que si le pX de l'accepteur de proton 
ne se situe pas à plus de 2 ou 3 unités de pH en dessous de celui 
du donneur de proton; Section 15-3D). Or le pK de N3 dans 
l'AMP est <3,5. Cependant, puisque le pH des cristaux de sous- 
unités 50S est de 5,8, A2486-N3 ne pourrait former une liaison 
hydrogène avec l'oxygène du groupement phosphoramidite que si 
son pK est >6. De plus, des études cinétiques sur les ribosomes 
70$ ont identifié par titration un groupement ayant un pX de 7,5 
qui influence la catalyse, et qui disparaît si l’on mute A2486 en 
U. Cette mutation diminue le taux de formation de la liaison pep- 
tidique d'un facteur 130. Il semble que le pK de A2486-N3 soit 
augmenté de façon importante dans son environnement ribosomial. 
On pense que cela est dû à un système de relais de charge dans 
lequel le groupe phosphate de A2485, l'un des groupes phosphate 
le plus inaccessible aux solvants dans la sous-unité 50, augmente 
par effet électrostatique le pK de A2486-N3 par un réseau de liai- 
sons hydrogène mettant en jeu le résidu G2482 très conservé 
(Fig. 32-55). 
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médiaire tétraédrique de la partie a, produit en fixant le groupement 3° de 
CCdA au groupement amino du résidu O-méthyltyrosine de la puromy- 
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FIGURE 32-54 Mécanisme proposé pour la synthèse peptidique ribo- 
somiale. La réaction est en partie catalysée par la capture d'un proton du 

amino réactif par A2486-N3 (base générale de la catalyse) 
dans l'étape 1 et le don de ce proton à l'intermédiaire tétraédrique (acide 
général de la catalyse) dans l'étape 2, 


Les structures par rayons X de la sous-unité 50$, complexée 
avec différents substrats, ou avec un intermédiaire de réaction ou 
encore des analogues de produits, ont conduit à un modèle réac- 
tionnel qui débute avec le complexe réactif qu'on voit dans la 
Fig. 32-56. L'atome 2’O du résidu A76 de l'ARNt du site P sert à 
orienter correctement par une liaison hydrogène, le groupement 
amine en position d'attaque. En effet, un substrat au site P avec un 
résidu désoxyribose en position A76 n'est pas réactif (c'est pour- 
quoi on a synthétisé l’inhibiteur CCdA-p-Puro avec un dA plutôt 
qu'un A). Mais ce modèle montre aussi que l'intermédiaire de 
réaction, oxyanion, est orienté à l'opposé de A2486-N3 par lequel 
il ne peut donc pas être stabilisé (Fig. 32-54). La liaison hydrogène 
entre A2486-N3 et l’oxyanion du phosphoramidite du CCdA-p- 
Puro se forme parce que cet inhibiteur prend une conformation 
dans la sous-unité 50$ qui ne serait pas possible du point de vue 
stéréochimique si son résidu dA était remplacé par un ribo-A, 
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FIGURE 32-55 Appareil catalytique au site actif de la peptidy1 trans- 
férase, Les atomes sont colorés selon leur nature : C en gris, N en bleu, 
O en rouge et P en rose. Un ion K* apparaît comme une sphère jaune et 
les liaisons hydrogène comme des traits pointillés. Notez que le groupe 
phosphate enfoui de A2485 fait une liaison hydrogène avec la base 
G2482, qui de même est liée par liaison hydrogène à la base A2486. On 
pense que ce sont ces interactions qui servent à relayer la charge électro- 
nique du groupe phosphate anionique jusqu'à l'atome A2486-N3, permet- 
tant d'augmenter nettement le pK de ce dernier pour qu'il puisse jouer le 
rôle de base générale. [Avec l'aimable autorisation de Peter Moore et 
Thomas Steitz, Université de Yale.} 


FIGURE 32-56 Modélisation du complexe substrat-sous-unité 50S 
ribosomiale, 

Les atomes sont colorés selon leur nature : les C et P du substrat du site 
A sont en violet, ceux du substrat du site P sont en vert. Pour l'ARNr 
235, C et P sont en orange, N en bleu et O en rouge. Le groupe réactif 
amino du résidu aminoacyl du site A est positionné pour une attaque 
nucléophile (flèche bleu clair) sur le carbonyle de l'ester d'aminoacyl, 
par des liaisons hydrogène (lignes pointillées noires) avec l'atome 
A2486N3 et le 2-0 du résidu A76 du site P. {Avec l'aimable autorisation 
de Peter Moore et Thomas Steitz, Université de Yale.] 
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comme on le trouve dans tous les ARNL. Ainsi, vu l'apparente 
flexibilité de conformation du ribosome et les nombreuses diffi- 
cultés pour identifier un groupement enzymatique responsable 
d'un pX observé, le modèle catalytique courant devrait faire l'ob- 
jet de réserves. 


h. La translocation 

Lors de l'étape de translocation du cycle d'elongation, 
l'ARNt du site P, qui se trouve momentanément déchargé (en pre- 
mier l'ARNIV® puis les autres ARNt non initiateurs,) est trans- 
féré au site E (non montré dans la Fig. 32-48), son occupant 
précédent ayant été expulsé au préalable (voir ci-dessous). 
Simultanément, selon un processus appelé translocation, le pep- 
tidyl-ARNT qui se trouve au site À, en même temps que son 
ARNm lié, se déplace au site P. Le ribosomc se trouve donc prêt 
pour un nouveau cycle d'élongation. Le maintien de l'associa- 
tion codon-anticodon du peptidyl-ARNt n'est plus nécessaire 
pour la spécification de l'acide aminé. On pense plutôt qu'elle 
permet au ribosome de progresser de trois nucléotides le long de 
l'ARNm afin de préserver le cadre de lecture. Effectivement, le 
fait que les ARNt suppresseurs du cadre de lecture induisent une 
translocation de quatre nucléotides (Section 32-2E) indique que 
le mouvement de l'ARNm est directement couplé à celui de 
l'ARNt. 


il. EF-G a une structure qui mime celle du complexe 

EF-Ts:ARNt 

Le processus de translocation nécessite la participation d’un 
facteur d'élongation, EF-G (aussi appelé EF2), qui se lie au ribo- 
some avec du GTP et qui n'est libéré qu'après hydrolyse du GTP 
en GDP + P. Le départ de EF-G est indispensable pour que débute 
un nouveau cycle d'élongation car EF-G et EF-Tu ont le même site 
de liaison sur le ribosome et leur liaison au ribosome est donc 
mutuellement exclusive, 

La structure par rayons X de EF-G de Thermus thermophi- 
lus, complexé au GDP, a été déterminée par Steitz et Moore, Elle 
montre une protéine monomérique en forme de têtard, formée de 
cinq domaines (Fig. 32-57). Ses deux premiers domaines, en par- 
tant de l'extrémité N-terminale, forment la tête du tétard et res- 
semblent davantage à la disposition relative de ces deux 
domaines dans le complexe EF-Tu + GDPNP qu'à celle dans le 
complexe EF-Tu - GDP (Fig. 32 -50). Cette constatation est peut 
être liée au fait que ces deux facteurs d'élongation ont des rôles 
inverses : EF-Tu - GTP facilite le passage du ribosome de son état 
post- à son état pré-translocationnel, alors qu'EF-G -GTP faci- 
lite le passage inverse. Cette idée est confortée par le fait inté- 
ressant que les complexes Phe-ARNt°* - EF-Tu : GDPNP et EF- 
G:GDP ont un aspect quasi-identique: les trois domaines 
C-terminaux de EF-G (en rose dans la Fig. 32-57), sans contre- 
partie dans EF-Tu ressemblent étonnamment à la forme de 
l'ARNt lié à EF-Tu, c'est un cas remarquable de mimétisme 
macromoléculaire. 

EF-G contrairement aux autres protéines de liaison au GTP, n’a 
pas de facteur de libération des nucléotides guanyliques (GEF). 
Cependant, son domaine N-terminal de liaison au GTP contient un 
sous-domaine unique en hélice @ (en bleu foncé dans la Fig. 32- 
57) en contact avec le cœur conservé du domaine par des sites ana- 
logues à ceux par lesquels EF-Tu interagit avec EF-Ts. Il est pos- 
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FIGURE 32-57 Structure par rayons X de EF-G complexé au GDP. 
Le domaine 1 est en rouge, et son insert en hélice &, en bleu sombre. Le 
domaine 2 est vert e1 les domaines 3, 4 et 5 sont roses. Le GDP est en 
modèle éclaté en noir. Un segment de 25 résidus du domaine 1 de EF-G 
n'est pas visible dans cette structure par rayons X et le domaine 3 et mal 
résolu, ce qui explique qu'on en voit plusieurs segments peptidiques dans 
ce modèle, Notez la remarquable ressemblance de forme entre cette 
structure et celle observée dans le complexe Phe- 

ARN£% - EF-Tu - GDPNP (Fig. 32-49). [Avec l'aimable autorisation de 
Peter Moore et Thomas Steitz, Université de Yale. PDBid 2EFG.] 


j. La translocation fait intervenir des états intermédiaires 

Des études par la technique des empreintes (Sections 31-2A) 
réalisées par Noller montrent que certaines bases de l'ARNr 165 
sont protégées par les ARNt liés aux sites A et P ribosomiaux et 
que certaines bases de l'ARNr 23$ sont protégées par les ARNt 
liés aux sites À, P et E. Pratiquement toutes ces bases protégées 
sont absolument conservées dans l’évolution et beaucoup d’entre 
elles sont impliquées dans la fonction ribosomiale d'après des 
études biochimiques et génétiques. 

Des modifications dans le profil des empreintes au cours du 
cycle d'élongation ainsi que des études plus récentes par rayons X 
et par cryo-ME indiquent que la translocation de l’ARNt fait inter- 
venir plusieurs étapes distinctes (Fig. 32-58): 


1. Considérons, pour commencer, le ribosome à l'étape post- 
translocationnelle : un ARNt désacétylé est fixé aux deux demi- 
sites E des sous-unités 30S et 50$ (l'état de liaison E/E). un pep- 
tidyl-ARNt fixé aux deux demi-site P des deux sous-unités (état 
P/P), le site A est vide. Un aminoacyl-ARNt (aa-ARNt) dans un 
complexe ternaire avec EF-Tu et le GTP se fixe au site A tandis 
que l’ARNt du site E est libéré (voir aussi ci-dessous). Cela donne 
un complexe dans lequel l'aa-ARNt entrant est fixé au demi-site A 
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désacylé se déplace simultanément du demi-site P au demi-site E 
de la grande sous-unité tandis que son anticodon reste associé au 
demi-site P de la petite sous-unité (l'état de liaison P/ÆE). 

5. La liaison au ribosome du complexe EF-G + GTP avec 
hydrolyse subséquente du GTP, oblige les extrémités porteuses des 
anticodons de ces ARNt, en même temps que l’'ARNm qui leur est 
associé, à se déplacer par rapport à la petite sous-unité ribosomiale 
afin que le peptidyl-ARNt occupe les demi-sites P des deux sous- 
unités ribosomiales (l'état de liaison P/P) et que l'ARNt désacylé 
occupe le site E des deux sous-unités (état E/E, post-transloca- 
tionnel). Ainsi s'achève le cycle d’élongation. 


Nierhaus a montré que la liaison de l'ARNt aux sites A et E se 
caractérise par une coopérativité allostérique négative. Au stade 
pré-translocationnel, le site E lie le nouvel ARNt désacylé avec une 
forte affinité, alors que le site À, qui se trouve vide, n'a qu'une 
faible affinité pour l'aminoacyl-ARNt Mais au stade post-translo- 
cationnel, le ribosome subit un changement conformationnel qui 
augmente l'affinité du site À et diminue celle du site E, ce qui 
entraîne le départ de l'ARN désacylé alors qu'on a liaison d'aa- 
ARNt - EF-Tu : GTP au site A. Le site E n’est donc pas un simple 
site de rétention passive des ARNt utilisés mais il remplit une fonc- 
tion essentielle dans la translocation. L'hydrolyse de GTP par les 
facteurs d'élongation EF-Tu et EF-G ainsi que la réaction de trans- 
péptidation servent apparemment à diminuer les barrières d'acti- 
valion entre ces états conformationnels, Le flux unidirectionnel de 
l'ARNt dans l'ordre A?P?E à travers les sites du ribosome s'en 
trouve facilité. 

Certains aspects de ce mécanisme ne sont pas encore totale- 
ment résolus. Ainsi, Noller a émis l'hypothèse que l'ARNt du 
site E ne quitte pas le ribosome avant l'étape 4 de la figure 32-58 
où il est déplacé par l'ARN précédent. Ce modèle là repose en 
grande partie sur la structure par rayons X du ribosome 70$S com- 
plexé avec trois ARNt (Fig. 32-35 et 32-36), Cependant, Nierhaus 
et Frank objectent que ce complexe a été cristallisé en présence 
d'une concentration en ARNt supérieure à la concentration phy- 
siologique et, du fait que les sites des ARNt ne sont que partielle- 
ment occupés, la structure par rayons X est susceptible de repré- 
senter la superposition de diflérents états de liaison des ARNt 
(c'est-à-dire E/E + P/P et P/P + A/A), Quoi qu'il en soit, il est clair 
que les changements des états de liaison entraînent des mouve- 
ments des ARNI de grande amplitude, parfois >50 À. De plus, des 
études de cryo-ME montrent que lors de la fixation de 
EF-G : GDP(CH,)P (semblable à GDPNP mais avec un groupe- 
ment CH, au lieu d'un groupement NH reliant ses phosphates B et 
). la sous-unité 30$ tourne de 6° dans le sens horaire par rapport 
à la sous-unité 50, quand on regarde la petite sous-unité par son 
coté exposé au solvant. Il en résulte un déplacement maximum de 
—19À à la périphérie du ribosome. Cette rotation s'accompagne de 
changements conformationnels de moindre amplitude dans les 
deux sous-unités, notamment dans les régions vers l'entrée et la 
sortie du canal de l'ARNm. Il est clair que nous commençons seu- 
lement à comprendre la façon dont le ribosome travaille au niveau 
moléculaire. 


k. Le cycle d'élongation des eucaryotes ressemble à celui 
des procaryotes 
Le cycle d'élongation des eucaryotes ressemble étroitement à 
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FIGURE 32-59 Structure par rayons X du complexe de levure 

<IFIA :elF1Ba. Les domaines 1, 2 et 3 de elF1 sont respectivement en 
rose, vert et bleu clair, elFIBa est orange, Le complexe est orienté de 
façon à voir la ressemblance de structure entre eEFIA et EF-Tu coloré de 
la même façon dans son complexe avec EF-TS (Fig. 32-51). Notez l'ab- 
sence de ressemblance entre elF1Ba@ et EF-Ts, [D'après une structure par 
rayons X de Morten Kjeldgaard et Jens Nyborg, Université d'Aarhus, 
Arhus, Danemark. PDBid 1F60.] 


et de EF-Ts sont assurées par les facteurs d'élongation des euca- 
ryotes eEFIA et eEF1B. Chez la levure eEF1B comporte deux 
sous-unités : eEFIB@, qui catalyse l'échange de nucléotides et 
cEF1By, dont la fonction est inconnue (chez les eucaryotes supé- 
rieurs, eEFIB contient une troisième sous-unité, cEF1BB, qui pos- 
sède une activité d'échange de nucléotides similaire à celle de 
eEF1B@). De même, eEF2 fonctionne à la façon de EF-G. Cepen- 
dant, les facteurs d'élongation de procaryotes et d’eucaryotes cor- 
respondants ne sont pas interchangeables. 

La structure par rayons X du complexe eEFIA -eEF1Baœ de 
levure (Fig. 32-59) a été déterminée par Kjelgaard et Nyborg. Elle 
montre que €EFIA ressemble par sa structure à son homologue 
EF-Tu (Fig. 32-51), tandis que eEFIB& ne présente pas de res- 
semblance avec EF-Ts, ni par sa séquence, ni par sa structure. 
Cependant, l'interaction fonctionnelle entre eEF1Bœ et cEFIA 
ressemble tout à fait à celle de EF-Ts avec EF-Tu; les deux GEF 
s'associent avec leur protéine-G en perturbant le site de liaison au 
M£g'* associé au nucléotide guanylique fixé. 


E. Terminaison de la chaîne 


La synthèse polypeptidique dirigée par des ARNm synthétiques 
comme poly(U) s'achève par un peptidyl-ARNt associé au ribo- 
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codons de terminaison UAA, UGA et UAG, aboutit à la production 
de polypeptides libres. 


a. La terminaison procaryotique 
Chez E. coli, la terminaison de chaîne se fait en plusieurs 
étapes (Fig. 32-60). 


L. Les codons de terminaison, les seuls codons qui n'ont pas 
d’ARN correspondants, sont reconnus par des facteurs de libé- 
ration protéiques (RF, pour « releasing factors » ; Tableau 32-9) : 
RF°:-1 reconnaît UAA et UAG, tandis que RF-2, qui a 39 % d'iden- 
tité avec RF-1, reconnaît UAA et UGA. On peut inverser leurs 
spécificités de reconnaissance en permutant un tripetide Pro-Ala- 
Thr (PAT) conservé de RFI et un tripeptide Ser-Pro-Phe (SPF) 
conservé de RF-2. Cela suggère que ces tripeptides miment un 
anticodon (mais voir ci-dessous). 

2. La liaison d'un facteur de terminaison au codon de termi- 
naison approprié induit le transfert du groupe peptidyl de l'ARNt 
à l'eau plutôt qu'à un autre aminoacyl-ARN!, libérant ainsi le 


FIGURE 32-60 La phase de terminaison des ribosomes de E,. coli. 
RF-1 reconnaît les codons d'arrêt UAA cl UAG, alors que RF-2 recon- 
naît UAA et UGA. La terminaison chez les eucaryotes suit une voie ana- 
logue mais ne nécessite qu'un seul facteur de libération, eRF1, qui recon- 
naît les trois codons d'arrêt. 
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FIGURE 32-65 Différents antibiotiques inhibiteurs de la traduction, 
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27a) et qui est située au niveau du cou de la sous-unité 30S juste 
au dessus du site A. Cela permet le début de la vérification de 
l'aminoacyl-ARNt mais constitue un blocage physique à son 
accommodation dans le site peptidyl transférase (A/A) après l'hy- 
drolyse du GTP par EF-Tu, avec pour conséquence la libération de 
l'ARNL Ainsi, en plus d'empêcher la synthèse protéique, la liai- 
son de la tétracycline entraîne l'hydrolyse inutile de GTP, et du fait 
que cela se produit chaque fois qu’un aminoacyl-ARNt correct se 
fixe au ribosome, il y a une énorme perte d'énergie pour la cellule. 
Les nucléotides formant le site de fixation de la tétracycline sont 
peu conservés dans les ribosomes eucaryotiques, cela explique la 
spécificité de la tétracycline pour les bactéries. 

La tétracycline bloque aussi la réponse stringente (Section 31- 
3H) en inhibant la synthèse de (p)ppGpp. Cela signifie que l'ARNt 
désacylé doit se lier au site A afin d'activer le facteur de stringence. 
Des souches bactériennes résistantes à la tétracycline sont deve- 
nues très fréquentes, ce qui cause un problème médical important. 
Cependant, dans la plupart des cas, la résistance est due à une 
diminution de la perméabilité de la membrane cellulaire bacté- 
rienne à la tétracycline plutôt qu'à une modification de composants 
ribosomiaux. 


e. La toxine de la diphtérie 

La diphtérie est une maladie due à l'infection bactérienne par 
Corynebacterium diphieriae qui abrite le phage corynéphage B. 
La diphtérie était une des causes principales de mortalité chez les 
enfants jusqu'à la fin des années 1920 quand la vaccination s'est 
répandue. Bien que l'infection bactérienne ne concerne générale- 
ment que les voies respiratoires supérieures, la bactérie sécrète une 
protéine codée par le phage appelée toxine diphtérique, respon- 
sable des effets létaux de la maladie. La toxine diphtérique inac- 
tive spécifiquement le facteur d'élongation des eucaryotes eEF2, 
inhibant ainsi la biosynthèse protéique des eucaryotes. 

On découvrit dans les années 1880 que les effets pathogènes 
de la diphtérie sont prévenus par immunisation par le toxoïde, 
une forme de toxine inactivée par le formaldéhyde. Les per- 
sonnes atteintes de diphtérie sont traitées avec l'antitoxine de 
sérum de cheval, qui se lie à la toxine diphtérique en l'inacti- 
vant, ainsi que par des antibiotiques pour combattre l'infection 
bactérienne. 

La toxine diphtérique est un membre d’une famille de toxines 
bactériennes dont font partie la toxine du choléra et la toxine per- 
tussique (Section 19-2C). C'est une protéine monomérique de 535 
résidus qui est facilement hydrolysée par la trypsine ou des 
enzymes apparentées à la trypsine, après les résidus Arg190, 192 
et 193, Cette hydrolyse a lieu à peu près au moment où la toxine 
diphtérique arrive sur sa cellule cible, donnant ainsi deux frag- 
ments À et B, qui restent néanmoins réunis par un pont disulfure. 
Le domaine C-terminal du fragment B se lie à un récepteur spéci- 
fique sur la membrane plasmique des cellules sensibles, ce qui 
induit la capture de la toxine diphtérique dans un endosome 
(Fig. 12-79) par endocytose dépendante d’un récepteur (Section 
12-SB, le fragment A seul est dépourvu d'activité toxique). Le 
faible pH de 5 dans l'endosome induit un changement de confor- 
mation dans le domaine N-terminal du fragment B qui s'insère 
alors dans la membrane de l'endosome et permet l'entrée du frag- 
ment À dans le cytoplasme, Le pont disulfure réunissant les frag- 


ments À et B est alors coupé du fait de l'environnement cytoplas- 
mimots ef. 4... 


Dans le cytosol, le fragment A catalyse la réaction d'ADP- 


ribosylation de eEF2 par le NAD* 
eEF2 + NAD° 
(actif) 
toxine diphthérique 


ADP-ribosyl-eEF2 +  Nicotinamide +  H* 


{inactif 


inactivant ainsi ce facteur d'élongation. Le fragment A étant un 
catalyseur, une molécule est suffisante pour ADP-ribosyler 
l'ensemble des facteurs eEF2 d'une cellule, ce qui bloque la syn- 
thèse protéique et tue la cellule, Ainsi, il suffit de quelques micro- 
grammes de toxine diphtérique pour tuer une personne non immu- 
nisée. 

La toxine diphtérique ADP-ribosyle un résidu His modifié sur 
eEF2 appelé diphtamide : 


1 
RS RE 
CH; Résidu His 
“dl n 
N(CH 
N l 3)s 
CHÿ—CHj—CH 
ADP—0—CH, 0 | 
H H ae 
H H N 
OH OH He 
Groupe ADP-ribosyl 
Diphthamide ADP-ribosylé 


On ne trouve le diphtamide que sur eEF2 (même pas sur sa contre- 
partie bactérienne EF-G), ce qui rend compte de la spécificité de 
la toxine diphtérique qui modifie exclusivement eEF2 (rappelons 
que la toxine cholérique ADP-ribosyle un résidu Arg spécifique de 
G,, et que la toxine pertussique ADP-ribosyle un résidu Cys spé- 
cifique de G,, ; Section 19-2C). Puisque l'on trouve du diphtamide 
dans tous les eEF2 d'eucaryotes, il est probablement indispensable 
à l'activité d'eEF2. Cependant, certaines cellules animales 
mutantes en culture, qui assurent pourtant la synthèse protéique 
normalement, n’ont pas les enzymes qui catalysent la modification 
post-traductionnelle du résidu His en diphtamide (pourtant si l'on 
remplace par mutation le résidu His diphtamide par Asp, Lys ou 
Arg, on inactive la traduction). Il est possible que le résidu diph- 
tamide assure une fonction de régulation. 


4 MB CONTRÔLE DE LA TRADUCTION 
CHEZ LES EUCARYOTES 


Les vitesses d'initiation ribosomiale sur les ARNm de procaryotes 
varient de facteurs qui peuvent atteindre 100. Par exemple, les pro- 
téines spécifiées par l'opéron lac de E. coli, la B-galactosidase, la 
galactoside perméase et la thiogalactoside transacétylase, sont syn- 
thétisées dans des rapports molaires de 10:5:2. Ces différences 
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sont différentes. Ou alors, les ribosomes ne peuvent se lier à 
l'ARNm lac qu'au niveau du gène de la B-galactosidase pour s'en 
détacher éventuellement en réponse à la présence d’un signal de 
terminaison de chaîne (ce qui expliquerait la diminution des 
vitesses de traduction le long de l'opéron). Quoi qu'il en soit, il 
n'est pas prouvé que les vitesses de traduction chez les procaryotes 
s'adaptent à des changements de l'environnement. L'expression 
génétique chez les procaryotes est donc essentiellement contrôlée 
au niveau de la transcription (Section 31-3). De toute façon, la 
durée de vie de leurs ARNm n'étant que de quelques minutes, on 
peut penser que des contrôles au niveau de la traduction sont sans 
objet. 

Il est par contre clair que les cellules eucaryotiques répondent 
à leurs besoins, du moins en partie, par l'intermédiaire du contrôle 
de la traduction. Cela est faisable dans la mesure où la durée de 
vie des ARNm d'eucaryote s'estime en heures ou en jours. Dans 
cette section, nous étudierons comment la traduction est régulée 
par la phosphorylation/déphosphorylation de elF2 et de 
elF4E. Nous étudierons ensuite le phénomène de masquage de 
l'ARNm et de la polyadénylation cytoplasmique, puis terminerons 
par l'étude des oligonucléotides antisens. 


A. Régulation de elF2 


Quatre voies importantes de régulation de la traduction des euca- 
ryotes font appel à la phosphorylation du résidu conservé Ser 51 
de la sous-unité & de eIF2 (eIF2a, rappelons que elF2 est un tri- 
mère afy qui apporte Met-ARNL"* à la sous-unité 40$ du ribo- 
some, le complexe formé parcourt l'ARNm qui lui est lié à la 
recherche du codon AUG d'initiation pour former le complexe 
d'initiation 48S ; Section 32-3C). Les kinases e[F2& responsables 
de cette réaction ont toutes le même domaine kinase mais des 
domaines de régulation propres. 


a. Contrôle de la traduction par l’hème 

Les réticulocytes synthétisent des protéines, il s'agit presque 
exclusivement de l’hémoglobine, à une vitesse extrêmement éle- 
vée, ce qui en fait des cellules de choix pour étudier la traduction 
chez les eucaryotes. La synthèse de l'hémoglobine dans des lysats 
de réticulocytes fraîchement préparés se déroule normalement 
durant plusieurs minutes pour s'arrêter brutalement en raison de 
l'inhibition de l'initiation de la traduction et de la désagrégation 
conséquente des polysomes. Cet arrêt est évité par addition d’hème 
[un produit mitochondrial (Section 26-4A) que ce système in vitro 
ne peut synthétiser], ce qui indique que la synthèse de globine est 
régulée par la disponibilité en hème. L'inhibition de l'initiation de 
la traduction de la globine est aussi levée par l'addition du facteur 
d'initiation d'eucaryote elF2 et par des concentrations élevées de 
GTP. 
En l'absence d'hème, les lysats de réticulocytes accumulent 
une eÏF2a-kinase, appelée l'inhibiteur régulé par l'hème [HRI, 
encore appelé le répresseur contrôlé par l’hème (HCR)]. HRI 
est un homodimère dont les sous-unités de 629 résidus contiennent 
chacune de sites de fixation à l’hème. Quand l'hème est abondant, 
ces deux sites sont occupés et la protéine, qui s’autophosphoryle 
sur plusieurs résidus Ser et Thr, est inactive. Par contre, en cas de 
raréfaction de l'hème, un des sites perd l’hème qui y est lié, cela 
active HRI qui va s'autophosphoryler à de nouveaux sites supplé- 
mentaires et phosphoryler le résidu Ser51 de eIF20. 
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FIGURE 32-67 Modèle du contrôle de la synthèse protéique par 
l'hème dans des réticulocytes. 


Or la forme phosphorylée de elF2 peut participer au processus 
d'initiation ribosomiale de la même manière que la forme déphos- 
phorylée. Ce mystère fut éclairci lorsqu'on s'aperçut que le GDP 
ne se dissocie pas spontanément de elF2 phosphorylé à la fin de 
l'initiation comme c'est le cas avec elF2 grâce à une réaction sous 
la dépendance d'un autre facteur d'initiation, eIF-2B, qui joue le 
rôle d'un GEF (Fig. 32-46). Il s'est avéré que la forme phospho- 
rylée de elF-2 forme un complexe beaucoup plus stable avec 
cIF2B que la forme déphosphorylée. Il s'ensuit une séquestration 
de elF2B (Fig. 32-67), qui se trouve en plus faibles quantités que 
elF2, ce qui empêche la régénération du complexe elF2 : GTP 
nécessaire pour l'initiation de la traduction. La présence d'hème 
inverse ce processus en inhibant HRI, suite à quoi les molécules 
de elF2 phosphorylées sont réactivées par l’action d'une elF2 
phosphatase, qui est insensible à l'hème. Le réticulocyte peut ainsi 
faire une synthèse coordonnée de globine et d'hème. 


b. Les interférons protègent contre une infection virale 

Les interférons sont des cytokines sécrétées par des cellules de 
vertébrés infectées par un virus. Après s'être liés aux, récepteurs 
de surface d'autres cellules, les interférons les transforment dans 
un état antiviral, ce qui diminue la réplication d'une grande 
variété d'ARN et d'ADN viraux. En fait, on a découvert les inter- 
férons dans les années 1950 quand on s'est aperçu que des per- 
sonnes infectées par un virus résistent à l'infection par un 
deuxième type de virus. 

On distingue trois familles d'interférons : le type & ou interfé- 
ron des leucocytes (165 résidus, les leucocytes sont une variété de 
globules blancs), le type B ou interféron des fibroblastes (166 
résidus, les fibroblastes sont des cellules du tissu conjonctif), et le 
type y où interféron des lymphocytes (146 résidus ; les lympho- 
cytes sont des cellules du système immunitaire). La synthèse d'in- 
terféron est induite par l'ARN double brin [ARNdb, qui est formé 
pendant l'infection, aussi bien par des virus à ADN que par des 
virus à ARN, ainsi que par l'ARNdb synthétique poly(l) + poly(C]). 
Les interférons sont des agents antiviraux efficaces à des concentra- 
tions aussi faibles que 3 X 107 *M, ce qui en fait des substances bio- 
logiques parmi les plus puissantes connues. De plus, ils ont des 
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Hinnebusch a démontré que cette propriété apparemment para- 
doxale de GCN2, vient du fait que l'ARNm de GCNA contient 
quatre petites phases ouvertes de lecture appelées uORFI à 
UORF4 (uORF, pour «upstream open reading frame ») dans la 
région de tête située en 5° de la séquence codant GCN4. En 
conditions normales de disponibilité en nutriments, où GCN2 est 
inactif, le ribosome se fixe à l'ARNm au niveau de sa coiffe en 
5° et le « balaye » à la recherche du codon d'initiation AUG le 
plus proche (c'est celui de uORFI). Il y a alors formation du 
complexe d'initiation 48S (Fig. 32-46) et démarrage de la tra- 
duction de uORFI (Section 32-3C). Au moment de la terminai- 
son de la traduction au codon de terminaison de uORF1, la pré- 
sence d'une séquence riche en A + U à ce niveau provoque la 
reprise du balayage à la recherche du codon AUG suivant, où il 
y & initiation de la traduction de uORF2. Ce processus se répète 
jusqu'au moment où le ribosome arrive au codon de terminaison 
à la fin de uORF4. L'environnement de ce codon est riche en 
G + C et provoque le départ du ribosome de l'ARNm. Ainsi, le 
niveau de base d'expression de GCN4 est minimum. Par contre, 
lorsque les nutriments viennent à manquer et que elF2@ est 
phosphorylé par GCN2 sur son résidu Ser 51, le faible niveau 
de complexe ternaire eIF2 - Met-ARNt***- GTP qui en résulte fait 
que la sous-unité, lors du balayage, doit parcourir des distances 
plus longues avant de pouvoir former un complexe d'initiation 
485. Ainsi, -50% des ribosomes dépassent uORF2, uORF3 et 
uORF4 lors de la phase de balayage et ne démarrent la traduc- 
tion qu'au! codon AUG de GCN4 dont le niveau de traduction 
sera alors élevé (on peut éliminer par mutation uORF2 et 
UORF3, sans effet significatif sur le contrôle de la traduction). 

Les homologues de GCN2 chez les mammifères sont activés 
lors de carences en acides aminés. Cela suggère que le processus 
que nous venons de décrire a été conservé au cours de l'évolution 
des eucaryotes. 


B. Régulation de elF4 


CIFAE (la protéine de liaison à la coiffe, CBP pour «cap binding 
protein ») se fixe à la coiffe m'G des ARNm des eucaryotes et par- 
ticipe à l'initiation de la traduction en aidant à l'identification de 
codon d'initiation AUG (Section 32-3C). Lorsque l'on traite des 
cellules dé mammifère avec des hormones, des cytokines, des 
mitogènes (substances induisant la mitose), et/ou des facteurs de 
croissance, le résidu Ser 209, dans le cas de eIF4E humain, est 
phosphorylé via une cascade de MAP kinases activée par Ras 
{Section 19-3C et 19-3D). Cela augmente l'affinité de eIF4E pour 
les ARNm possédant une coiffe et stimule donc l'initiation de la 
traduction. Le résidu Ser 209 occupe une position à la surface de 
elF4E adjacente au site de liaison du groupe phosphate B de 
m7GDP et juste à coté de la fente supposée servir à la liaison de 
l'ARNm (Fig. 32-47b), La structure de elF4E suggère que le 
groupe phosphoryl du résidu Ser 209 phosphorylé, forme un pont 
salin avec le résidu Lys 159, qui occupe l'autre coté de cette fente 
de lisison présomptive à l'ARNm, formant ainsi une pince qui 
pourrait aider à stabiliser la fixation de l'ARNm. L'importance de 
cette régulation de l'activité de cIF4E est démontrée par des obser- 
vations montrant que la surexpression de eIF4E provoque la trans- 
formation maligne de lignées de cellules de rongeurs et qu'il y a 
une augmentation de l'expression de eIF4E dans plusieurs cancers 


Plusieurs protéines homologues d'environ 120 résidus, 
connues sous le nom de 4E-BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3 [BP pour 
«binding protein » (protéine de liaison), on appelle aussi les deux 
premières PHAS-I et PHAS-IT] inhibent la traduction dépendante 
de la coiffe, Elles le font en se fixant sur eIF4E sur le coté opposé 
à son site de liaison à l'ARNm, probablement au niveau d'un 
ensemble de sept résidus très conservés situés en surface, il n’y a 
donc pas d'empêchement de la fixation de eIF4E à la coiffe. Il y a 
plutôt blocage de la liaison de eIF4E à elF4G et donc interférence 
avec la formation du complexe elF4F qui positionne le Met-ARN- 
tMet qui est fixé à la sous-unité 40S du ribosome sur le codon AUG 
initiateur de l'ARNm (Section 32-3C). En effet, aussi bien les 4E- 
BP que elF4G possèdent le motif de séquence YXXXXL6 (où @ 
est un résidu aliphatique, le plus souvent L mais aussi M ou F) par 
lequel ils se fixent à elF4E. 

Le traitement de cellules insulino-sensibles par de l'insuline ou 
divers autres facteurs de croissance protéiques provoque la disso- 
ciation entre les facteurs 4E-BP et elF4E. En fait, la présence de 
ces hormones induit la phosphorylation des 4E-BP sur six résidus 
Ser/Thr via la voie du transduction du signal mettant en jeu P13K, 
PKB et mTOR (Fig. 19-64), Il est clair que la phosphorylation de 
eIF4E et celle des facteurs 4E-BP a des effets similaires voire 
synergiques sur la régulation hormonale de la traduction chez les 
eucaryotes. 


C. Masquage de l'ARNm et polyadénylation 
cytoplasmique 


On sait depuis le 19 siècle que le développement embryonnaire 
précoce chez des animaux comme les oursins, les insectes et les 
grenouilles est sous la dépendance presque exclusive de l'infor- 
mation présente dans l'ovocyte (œuf) avant la fécondation. Par 
exemple, des embryons d'oursin incubés avec assez d'actinomy- 
cine D (Section 31-2C) pour inhiber la synthèse d'ARN sans blo- 
quer la synthèse d'ADN se développent normalement pendant les 
premiers stades, sans qu'il y ait de modification dans leur pro- 
gramme de synthèse protéique. Cela est dû en partie à ce qu'un 
œuf non fécondé contient de grandes quantités d'ARNm « mas- 
qué » par des protéines associées à lui pour former des particules 
ribonucléoprotéiques, ce qui empêche l'association des ARNm 
avec les ribosomes qui sont aussi présents. Après fécondation, cet 
ARNm est « démasqué » de manière contrôlée, éventuellement par 
déphosphorylation des protéines associées, et il commence à diri- 
ger la synthèse protéique. Le développement de l'embryon peut 
donc commencer immédiatement après la fécondation, sans avoir 
à attendre la génération d'ARNm spécifiés par le père. Ainsi l'ex- 
pression génique des premiers stades de développement est entiè- 
rement contrôlée au niveau traductionnel, le contrôle transcrip- 
tionnel ne prend de l'importance qu'avec l'initiation de la 
transcription. 


a. La polyadénylation cytoplasmique 

Un autre mécanisme de contrôle de la traduction dans les ovo- 
cytes et les embryons précoces met en jeu la polyadénylation des 
ARNm dans le cytoplasme (la polyadénylation se fait générale- 
ment dans le noyau avant l'exportation de l'ARNm dans le cyto- 
plasme, Section 31-4A). Un nombre important d'ARN d'origine 
maternelle des ovocvtes ont des queues poly(A) assez courtes (20 
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non traduite de ces ARNm contient d’une pat le signal de poly- 
adénylation AAUAAA (nécessaire pour la polyadénylation 
nucléaire, Section 31-4A), d'autre part un élément de polyadény- 
lation cytoplasmique appelé CPE (pour appelé CPE « cytoplasmic 
polyadenylation element»), dont la séquence consensus est 
UUUUUAU,. Le CPE est reconnu par la protéine de liaison au CPE 
(CPEB), qui contient deux motifs de reconnaissance de l'ARN 
(RRM) ainsi qu'un doigt à zinc (Fig. 9-27a), qui contribuent à sa 
liaison à l'ARNm. Joel Richter a montré que CEBP recrute une 
protéine de 931 résidus, appelée maskine, qui se lie à elF4E (la 
protéine de liaison à la coiffe) qui est fixée à la coiffe en 5’ de 
l'ARNm (Fig. 32-69a). La maskine contient le même motif 
YXXXXLO que celui par lequel les 4E-BP et elF4G se fixent à 
elF4E (Section 32-4B), il y a donc blocage de la liaison entre 
elF4G et elF4E et impossibilité de former le complexe d'initiation 
48 (Fig. 32-46), 

Lors de la maturation des ovocytes de Xenopus laevis, c'est-à- 
dire au cours du processus qui précède la fécondation et qui est 
stimulé par la progestérone, une hormone stéroïdienne, (Section 
19-11), il y a activation de la traduction d'un certain nombre 
d'ARNm y compris ceux codant plusieurs cyclines (elles partici- 
pent au contrôle du cycle cellulaire, Section 30-4A). Peu après 
l'exposition à la progestérone, une protéine kinase appelée aurora 
phosphoryle la protéine CPEB fixée à l'ARNm sur son résidu 
Ser 174, Cela augmente l'affinité de CPEB pour le facteur de spé- 
cificité de clivage et de polyadénylation (CPSF, Section 31-4A), 
qui va se fixer alors sur la séquence AAUAAA de l'ARNm où il 
recrute la poly(A) polymérase (PAP) pour rallonger la queue 
poly(A) de l'ARNm (Fig. 32-69b), 

L'initiation de la traduction et la polyadénylation cytoplas- 
mique se font en même temps. cela suggère que ces processus sont 
liés. En effet, Richter a montré que cela se fait grâce à la liaison 
de la protéine de liaison au poly(A) (PABP : Section 31-4A) à la 
queue poly(A), nous avons vu que celle-ci (Section 32-3C) se fixe 
également à elF4G et circularise l'ARNm. Dans ce complexe, 
elF4G va enlever la maskine de elF4E, permettant ainsi la forma- 
tion du complexe d'initiation 48$ et donc la traduction de l'ARNm 
(Fig. 32-69h). 


fa) 


Non traduit 


FIGURE 32-69 Contrôle de la traduction par CPEB. (a) Dans les 
ovocytes immatures de Xenopus, un ARNm contenant le signal CPE 
(UUUUUAU) se fixe à CPEB, qui fixe la maskine, qui fixe à son tour 
elF4E. Cela empêche la fixation de elF4G et maintient l'ARNm dans un 
état non traduit (masqué). (b) Lors du processus de maturation, CPEB est 
phosphorylée par la protéine kinase aurora, La forme phosphorylée de 


Les cellules de mammifères possèdent aussi une polyadénylation 
cytoplasmique des ARNm, dépendante de la phase du cycle cellu- 
laire. Cela suggère que le contrôle de la traduction par la polyadé- 
nylation est un caractère général des cellules animales. 


D. Oligonucléotides antisens 


Puisque les ribosomes ne peuvent traduire ni un ARN double brin, 
ni un ARN hybridé dans une hélice ADN-ARN, la traduction d'un 
ARNm donné peut être inhibée par un segment d'ARN ou d'ADN 
complémentaire de sa séquence, c'est-à-dire par un ARN antisens, 
ou un oligodésoxynucléotide antisens, communément appelés 
oligonucléotides antisens. Il existe d'ailleurs une ARNase H 
endogène (enzyme qui coupe le brin ARN d'un duplex ARN- 
ADN: Section 31-4C), qui coupe le brin ARNm d'un duplex 
ARNm-oligonucléotide en laissant intact l'oligonucléotide anti- 
sens qui pourra se fixer à un autre ARNm. Il y a aussi des ARN 
antisens qui forment un ribozyme capable de détruire son ARNm 
cible (Section 31-4A). 

Le génome humain comporte environ 3,2 milliards de paires de 
bases, un oligonucléotide d'environ 15 nt (facile à synthétiser ; 
Section 7-6A) a la taille suffisante pour reconnaître de façon 
unique un segment cible dans le génome humain. Grâce à cette 
extrême spécificité, l'administration ou l'expression d'un oligonu- 
cléotide antisens dans un tissu ou un organisme donné offre donc 
un énorme potentiel biomédical et biotechnologique. 11 faut cepen- 
dant prendre garde à ce que l'oligonucléotide antisens n'élimine 
pas également d'autres ARNm que la cible visée. 

Les méthodes d'administration d'oligonucléotides antisens 
d'intérêt thérapeutique n'en sont qu'à leurs débuts. Cela est dû en 
grande partie à la dégradation rapide des oligonucléotides par les 
nombreuses nucléases présentes dans un organisme et à leur rela- 
tive incapacité à franchir les membranes cellulaires. De plus, il se 
peut qu'un ARNm cible soit associé à des protéines cellulaires et 
ne soit pas disponible pour la fixation d’autres molécules. On peut 
augmenter la résistance des oligonucléotides aux nucléases par des 
modifications, par exemple en remplaçant un oxygène non liant de 
chaque groupement phosphate par un groupement méthyl ou un 


poly(A) de l'ARNm, qui était courte jusque là. Les protéines PABP se 
fixent à la queue poly(A) qui vient d'être allongée et se fixent simultané- 
ment à e1F4G qui déplace la maskine. Cela permet l'assemblage du com- 
plexe d'initiation 485 et donc la traduction de l'ARNm. [D'après un des- 
sin de Mendez, R. et Richet, J.D., Nature Rev. Mol. Cell Biol, 2, 521 
(2001).] 


atome S. On obtient ainsi un obgonueléotide méyhylphosphonate 
où phosphothiorate, mais cela réduit son activité d'antisens. L'ex- 
pression des oligonucléotides antisens, directement dans les tissus 
contournerait évidemment les difficultés d'administration, mais on 
est confronté alors à tous les problèmes de la thérapie génique 
{Section $-5H). 

Malgré ce qu'on vient de dire, la technologie antisens com- 
mence à remporter des succès. Le Fomivirsen (le nom commer- 
cial est Vitravene) est un oligonucléotide phosphothiorate de 21 nt 
complémentaire d'un ARNm exprimé par le cytomégalovirus 
(CM), qui est efficace dans le traitement de la rétinite ou inflam- 
mation de la rétine causée par l'infection par le CMV chez les per- 
sonnes aticintes du SIDA (le CMV est un pathogène opportuniste 
qui infecte rarement les personnes dont le système immunitaire est 
intact). L'usage de ce médicament chez l'homme a été autorisé en 
1998 par la FDA, il s'agissait du premier médicament de ce type. 
De plus, de nombreux oligonucléotides antisens, dirigés principa- 
lement contre des gènes spécifiquement surexprimés dans certains 
cancers ou dans des maladies autoimmunes ou encore lors d'autres 
infections virales sont en phase Il ou HIT d'essai clinique. 

La technologie antisens connaît aussi quelques succès dans le 
tiomaine des biotechnologies. Par exemple, dans les tomates et les 
autres fruits, l'enzyme polygalacturonidase (PG), qui est exprimée 
au cours du münissement, dépolymérise la pectine (composée prin- 
cipalement d'acide polygalacturonique) de la paroi cellulaire, Les 
tomates deviennent alors molles de sorte que les tomates bien 
mûres (dont le goût est meilleur) supportent mal la brutalité du 
transport et qu'il faut les cueillir avant maturité. Par les techniques 
de manipulation génétiques, on à introduit un gène exprimant 
l'ARN antisens de la PG dans une tomate et obtenu ainsi la tomate 
dite Flavr Savr ayant un taux de PG nettement réduit et restant 
ferme après mûürissement. 


5 & MODIFICATIONS POST- 
TRADUCTIONNELLES 


Pour devenir des protéines matures, les peptides doivent se replier 
dans leur conformation native, les ponts disulfures, s'il y en a, doi- 
vent se former et, dans le cas de protéines multimériques, les sous- 
unités doivent s'assembler correctement, De plus, comme nous 
l'avons vu tout au long de ce livre, beaucoup de protéines sont 
modifiées par des réactions enzymatiques, responsables du clivage 
protéolytique de certaines linisons peptidiques et/ou de la modifi- 
cation spécifique de certains de leurs résidus. Dans cette section 
nous allons passer en revue certaines de ces modifications post-tra- 
ductionnelles. 


A. Coupures protéolytiques 


Le clivage protéolytique est le type le plus courant de modification 
post-traductionnelle, Toutes les protéines matures ont probable- 
ment été modifiées de la sorte, ne serait-ce que par l'élimination 
par protéolyse de leur résidu Met (ou Met) N-terminal peu après 
sa sortie du ribosome. Beaucoup de protéines impliquées dans des 
processus biologiques variés sont synthétisées sous forme de pré- 
curseurs inactifs pour être activées dans des conditions définies par 
protéolyse limitée. Parmi les exemples déjà vus, citons la transfor- 
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actives par clivage trypsique de liaisons peptidiques spécifiques 
(Section 15-3E), et la formation d'insuline active à partir de proin- 
suline à 84 résidus par l'excision de la chaîne C interne de 33 rési- 
dus (Section 9-1A). Des protéines inactives activées par élimina- 
tion de polypeptides sont appelées proprotéines et les peptides 
excisés sont appelés propeptides. 


a. Des propeptides dirigent l'assemblage du collagène 

La biosynthèse du collagène illustre de nombreuses facettes de 
la modification post-traductionnelle, Rappelez-vous que le colla- 
gène, un constituant extracellulaire majeur des tissus conjonctifs, 
est une protéine fibreuse en triple hélice dont les polypeptides ont 
chacun la même séquence en acides aminés (Gly-X-Y), où X est 
souvent Pro, et où YŸ est souvent la 4-hydroxy-proline (Hyp), et n 
340 (Section 8-2B), Les polypeptides du procollagène (Fig. 32- 
70) diffèrent de ceux de la protéine mature par la présence de pro- 
peptides de -100 résidus, aux extrémités N- et C-terminales, dont 
les séquences n’ont, pour l'essentiel, rien à voir avec celles du col- 
lagène mature. Les polypeptides du procollagène s'assemblent 
rapidement, aussi bien ên vitro qu'in vivo, pour donner la triple 
hélice du collagène. Par contre, les polypeptides extraits du colla- 
gène mature ne s'assembleront qu'après plusieurs jours, où ne 
s'assembleront pas. Les propeptides du collagène semblent néces- 
saires au repliement correct du procollagène. 

Les propeptides N- et C-terminaux du procollagène sont enle- 
vés respectivement par des amino- et des carboxyl-procollagène 
peptidases (Fig, 32-71), qui peuvent aussi être spécifiques pour les 
différents types de collagène. Une anomalie héréditaire d'une 


FIGURE 32-70 Une micrographie électronique d'agrégats de procol- 
lagène qui ont été sécrétés dans l’espace extracellulaire, [Avec l'ai- 
mable autorisation de Jérôme Gross, Hôpital général du Massachusetts, 
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Site de clivage de 
l'aminoprocollagène 
peptidase 


FIGURE 32-71 Représentation schématique de la molécule de 
procollagène. Gal, Gle, Gle, Nac et Man désignent respectivement des 
résidus galactose, glucose, N-ucétylglucosamine et mannose, Notez que 
le propeptide N- terminal a des ponts disulfures intracaténaires tandis que 


amino-procollagène peptidase qui affecte les bovins et les ovins est 
à l'ongine d'une maladie étrange, le dermatosparaxis, qui se 
caractérise par une peau extrêmement fragile, Une maladie ana- 
logue chez l'homme, le syndrome VIT d'Ehlers-Danlos, est due 
à une mutation dans l'un des polypeptides du procollagène, qui 
inhibe l'élimination enzymatique de son amino-propeptide. Nor- 
malement, les molécules de collagène se rassemblent spontané- 
ment pour former les fibrilles de collagène (Fig. 8-31 et 8-32). 
Cependant, des micrographies électroniques de peau de dermatos- 
paraxiques montrent des fibrilles de collagène dispersées et désor- 
ganisées. Le maintien des amino-propeptides du collagène semble 
perturber la formation correcte de la fibrille. (Le gène du derma- 
tosparaxis a été introduit dans certains troupeaux de bovins car les 
hétérozygotes ont une chair plus tendre). 


b. Les peptides-signaux sont enlevés des protéines 

naissantes par une peptidase du signal 

Beaucoup de protéines transmembranaires ou de protéines des- 
tinées à la sécrétion sont synthétisées avec un peptide-signal N- 
terminal de 13 à 36 résidus essentiellement hydrophobes. Selon 
l'hypothèse du signal (Section 12-4B), un peptide signal est 
reconnu par une particule de reconnaissance de la séquence- 
signal (SRP), La SRP va accrocher un ribosome en train de syn- 
thétiser un peptide-signal à un récepteur membranaire [du réticu- 
lum endoplasmique rugueux (RER) chez les eucaryotes et de la 
membrane plasmique chez les bactéries ] et diriger le peptide- 
signal et le polypeptide naissant qui le prolonge à travers cette 
membrane, 

Les protéines porteuses d'un peptide- -signal sont appelées pré- 
protéines ou, si elles < contiennent aussi des propeptides, pré-pro- 
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Site de clivage de la 
carboxyiprocollagène 


tiple hélice 


le propeptide C-terminal a, à la fois, des ponts disulfures intra et interca- 
ténaires. [D'après Prockop, D.J.. Kivirikko, K.L, Tuderman, L., et Guz- 
man, N.A., New Engl. J. Med. 301, 16 (1979).] 


spécifiquement excisé du polypeptide naissant par une peptidase 
du signal liée à la membrane. L'insuline et le collagène sont des 
protéines sécrétées et sont donc synthétisés avec des peptides 
signaux N-terminaux sous forme de préproinsuline et de prépro- 
collagène. Ces protéines et beaucoup d'autres subissent par consé- 
quent trois clivages protéolytiques successifs : (1) la délétion de 
leur résidu Met initiateur, (2) l'excision de leurs peptides-signaux, 
et (3) l'excision de leurs propeptides 


c. Les polyprotéines 

Certaines protéines sont synthétisées en tant que segments de 
polyprotéines, c'est-à-dire des polypeptides contenant les 
séquences de deux protéines ou plus. Citons comme exemples la 
plupart des hormones polypeptidiques (Section 34-3C), les pro- 
téines synthétisées par beaucoup de virus, dont le virus de la 
polio (Section 33-2C) et celui du SIDA, ainsi que l’ubiquitine, 
une protéine d'eucaryote très conservée et impliquée dans la 
dégradation des protéines (Section 32-6B). Après la traduction. 
des protéases spécifiques clivent les polyprotéines en leurs pro- 
téines constituantes, probablement grâce à la reconnaissance de 
séquences de sites de clivage spécifiques. Certaines de ces pro- 
téases se sont conservées durant l'évolution depuis des périodes 
remarquablement longues. Par exemple, l'ubiquitine est synthé- 
tisée sous forme de plusieurs tandems répétés (la polyubiqui- 
tine) que E. coli clive correctement bien que les procarvoles 
n'aient pas d'ubiquitine. D'autres protéases reconnaissent des 
séquences de clivage plus particulières. Ainsi, les chimistes ont 
conçu et synthétisé de nombreux inhibiteurs de la protéase du 
VIH (qui catalyse une étape essentielle dans le cycle de la vie 
du virus) dans le but de ralentir, le développement du SIDA, à 
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un pH interne d'environ 5 et ses enzymes ont des activités opti- 
males à ph acide. Cette situation protège vraisemblablement la 
cellule contre une fuite accidentelle d'enzymes lysosomiales car 
celles-ci sont pratiquement inactives aux pH cytosoliques. 

Les lysosomes recyclent les constituants intracellulaires en 
fusionnant avec des fractions de cytoplasme enfermées à l'inté- 
neur d'une membrane, et appelées vacuoles autophagiques, dont 
ils dégradent ensuite le contenu. Ils dégradent de la même manière 
des substances que la cellule récupère par endocytose (Section 12- 
SB). L'existence de ces processus a été démontrée en utilisant des 
mhibiteurs lysosomiaux. Par exemple la chloroquine, drogue anti- 
paludéenne, 


C1 N 


NH—CH 


-CHy — CH — CH — N(CoH)e 
CH 
Chloroquine 


est une base faible qui, sous sa forme non chargée, pénètre libre- 
ment dans le lysosome pour s'y accumuler sous forme chargée, 
augmentant ainsi le pH intralysosomial et inhibant le fonctionne- 
ment du lysosome. Si l'on traite des cellules par de la chloroquine, 
la vitesse de dégradation des protéines diminue. Des résultats iden- 
tiques sont obtenus si l'on traite des cellules avec des inhibiteurs 
des cuthepsines comme l'antipaïne, un antibiotique polypepti- 
dique. 


0 [e) [e) [e) 
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La dégradation des protéines lvsosomiales dans des cellules bien 
nourries ne semble pas être sélective. Les inhibiteurs lysosomiaux 
n'affectent pas la dégradation rapide de protéines anormales ou 
d'enzymes à durée de vie courte. Par contre, ils empêchent l'accé- 
lération de la dégradation non sélective de protéines lors d'un 
jeûne. En fait, la dégradation non sélective continuelle de protéines 
dans des cœællules en état de jeûne conduirait rapidement à un 
manque intolérable en acides aminés indispensables et en pro- 
téines régulatrices. Les lysosomes ont donc aussi une voie sélec- 
tive de dégradation, qui n'est activée qu'après un jeûne prolongé, 
et qui capture et dégrade les protéines contenant le pentapeptide 
Lys-Phe-Glu-Arg-Gin (KFERQ) ou une séquence proche, Ces pro- 
téimes KFERQ sont perdues sélectivement, chez des animaux qui 
jeûnent, par des tissus qui s’atrophient en réponse au jeûne (ex. le 
foie et les reins) mais pas par les tissus qui ne s’atrophient pas (ex. 
le cerveau et les testicules), Les protéines KFERQ se lient spécifi- 
quement duns le cytosol, avant d'être livrées aux lysosomes, à une 
protéine de reconnaissance du peptide de 73 kD (prp73), 
membre de la famille des protéines de choc thermique de 70 kD 
(Hsp70; Section 9-2C) 

Beaucoup de processus normaux et pathologiques s'accompa- 
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tion 27-3B) stimule la dégradation des protéines par les lysosomes. 
De même, la déperdition musculaire due à un manque d'activité, à 
une dénervation ou à une blessure traumatisante résulte d'une aug- 
mentation d'activité lysosomial, La régression de l'utérus après 
l'accouchement, au cours de laquelle cet organe musculaire passe 
de 2 kg à 50 g en 9 jours, est un exemple frappant de ce proces- 
sus. De nombreuses maladies inflammatoires chroniques, comme 
l’arthrite rhumatoïde, font intervenir la libération extracellulaire 
d'enzymes lysosomiales qui dégradent les tissus environnants. 


b. L'ubiquitine marque les protéines destinées à être 
dégradées 

Pendant longtemps, on a pensé que la dégradation protéique 
dans les cellules des eucaryotes était avant tout un processus lyso- 
somial. Cependant, les réticulocytes qui n'ont pas de lysosomes 
dégradent sélectivement les protéines anormales. Le fait que la 
dégradation protéique soit inhibée dans des conditions anaérobies 
a conduit à la découverte d'un système protéolytique ATP-dépen- 
dant cytosolique, qui est indépendant du système lysosomial. Ce 
phénomène était thermodynamiquement imprévisible puisque 
l'hydrolyse peptidique est un processus exergonique. 

L'analyse d'un extrait acellulaire de réticulocytes de lapin a 
montré que l’ubiquitine (Fig. 32-75) est nécessaire pour cette 
dégradation protéique ATP-dépendante. Cette protéine monomé- 
rique de 76 résidus, appelée ainsi car elle est ubiquitaire et abon- 
dante chez les eucaryotes, est la protéine la plus conservée connue. 
Elle est identique chez des organismes aussi différents que 
l'homme, le crapaud, la truite et Drosophila et ne diffère que de 
trois résidus entre l'homme et la levure. Manifestement, l’ubiqui- 
tine doit accomplir un processus cellulaire essentiel. 

Les protéines destinées à être dégradées sont marquées en se 
liant par covalence à l'ubiquitine. Ce processus, qui rappelle celui 
de l'activation des acides aminés (Section 32-2C), se fait selon une 


FIGURE 32-75 La structure par rayons X de l'ubiquitine, Le ruban 
blanc représente le squelette polypeptidique et les courbes rouges et 
bleues indiquent respectivement les directions des groupes carbonyles et 
amides. [Avec la permission de Michael Carson, Université d'Alabama, 
Birmingham. La structure par ravons X u été déterminée par Charles 


FIGURE 32-83 Modélisation de complexe SCF %#2-E2, Ce modèle, 
basé sur les structures par rayons X des Fig. 32-80, 32-81 et 32-82, est 
coloré de la même façon et vu selon le même angle que dans la Fig. 32- 
82. La protéine E2 est en jaune, et le résidu Cys, de son site actif, auquel 


l'ubiquitine peut se lier de façon covalente est représenté en modèle com- 
pact, en bleu. Les ions Zn°* fixés au domaine à doigt RING de Rbx1 sont 
représentés par des sphères jaunes. La flèche grise indique l'espace de 
50 À entre la pointe du domaine LRR de Skp2 et le site actif de E2. 
[Avec l'aimable autorisation de Nikola Pavletich, Centre Anticancéreux 
Memorial Sloan-Kettering, New York, New York.] 


veau motif à cinq hélices , appelé répétition de la culline (cullin 
repeat), suivie d'un domaine globulaire se liant à Rbx1. Il semble 
que Cull serve d’échafaudage rigide qui organise le complexe des 
protéines Skpl-boîte-FS*P? et Rbx1 de façon à les maintenir écar- 
tés de 100 À. Le domaine à doigt RING de Rbx1 contient une 
insertion de 20 résidus qui forme le site de fixation d'un troisième 
ion Zn°* en liaison de coordinence tétraédrique. 

L'apparente rigidité des trois structures décrites précédemment 
a permis à Pavlevich de construire un modèle du complexe 
SCF#2-E2 entier en superposant Skp1-Skp2 et Cull-Rbx1-Skp1- 
boîte-FSk? et en collant la protéine E2 UbcH? sur le doigt RING 
de Rbx1, en s'aidant de la structure de cCbl-UbcH7 (Fig. 32-83). 
Ce modèle indique que la protéine E2 et le domaine de Skp2 
contenant les éléments LRR sont du même coté du complexe SCF 
mais séparés par une distance de 50 À. Cela suggère que le rôle de 
la longue tige de Cull est de séparer le site du complexe fixant le 
substrat, du site catalytique de façon à pouvoir accommoder des 
substrats de différentes tailles et ayant des distances variables entre 
leurs résidus Lys ubiquitinés et leur signal d'ubiquitination. 


e. Le système de l’ubiquitine a en même temps un rôle 

d’entretien et de régulation 

Jusqu'au milieu des années 1990, il semblait que le système de 
l'ubiquitine avait surtout un rôle d'entretien (housekeeping), ser- 
vant à maintenir un équilibre entre les protéines du métabolisme 
en éliminant les protéines endommagées. Les caractéristiques 
structurales qui président à la sélection des protéines natives 
condamnées à la dégradation, peuvent être très simples. Comme l'a 
découvert Alexander Varshavsky, la demi-vie de nombreuses pro- 
téines cytoplasmiques, varie selon la nature de leur résidu N-ter- 
minal (Tableau 32-12). Ainsi, sur 208 protéines cytoplasmiques, 
dont on sait qu’elles ont une durée de vie longue, toutes ont un 
résidu N terminal « stabilisateur » comme Met, Ser, Ala, Thr, Val 
ouGly. Cette règle dite règle du N-terminal s'applique aux euca- 
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TABLEAU 32-12 Les demi-vies d'enzymes cytoplasmiques 

selon leurs résidus N-terminaux 
Résidu N-Terminal Demi-vie 

Stabilisateur 

Met >20h 


Déstabilisateur 
Île —30 min 


Tyr —10 min 


Très déstabilisateur 
Phe —3 min 


Arg —2 min 


Source : Bachmair. A... Finley, D., et Varshavsky, A., Science 234, 180 (1986). 


ryotes et aux procaryotes, ce qui suggère que le système qui choi- 
sit les protéines vouées à la dégradation est conservé chez les euca- 
ryotes et les procaryotes, même si les procaryotes n'ont pas d'ubi- 
quitine, 

La règle du N-terminal résulte de l'action de la sous-unité 
monomérique E3a (-1950 résidus ; aussi appelée Ubr1) de la pro- 
téine E3 à doigt RING, dont le signaux d'ubiquination sont les 
résidus destabiliateurs N-terminaux du Tableau 32-12, Il est cepen- 
dant clair maintenant que le système de l'ubiquitine est beaucoup 
plus sophistiqué qu'un simple système d'élimination des déchets. 
Ainsi la liste croissante des protéines E3 présente une grande 
variété de signaux d’ubiquitination que l’on ne retrouve souvent 
que sur une quantité très limitée de protéines cibles, dont beaucoup 
ont des fonctions de régulation. Par exemple, le facteur de trans- 
cription NF-KB (NF pour facteur nucléaire), qui joue un rôle cen- 
tral dans les réponses inflammatoire et immunitaire, est maintenu 
dans un état inactif dans le cytoplasme par sa liaison à l’inhibiteur 
IkBa (Fig. 12-38) de façon à ce que la petite séquence basique 
interne qui permet l'importation nucléaire de NF-KB (son signal de 
localisation nucléaire ou NLS) soit masquée. Cependant, la stimu- 
lation de récepteurs de la surface cellulaire par certaines cytokines 
est à l’origine de la transduction d’un signal par une cascade de 
kinases (Section 19-3D), qui phosphoryle IKkBa lié à NF-xB sur 
les deux résidus Ser de la séquence DSGLDS. Cette séquence 
phosphorylée sert de signal d’ubiquitination pour le complexe SCF 
contenant la protéine à boîte-F, B-TrCP (605 résidus), qui est res- 
ponsable de l'ubiquitination de la forme phosphorylée de IkBor. La 
destruction de IKkB@ qui s'ensuit découvre le NLS de NF-xB, ce 
dernier est transporté dans le noyau où il active la transcription de 
ses gènes cibles (Section 34-3B). 

On sait depuis longtemps que les protéines ayant des segments 
riches en résidus Pro (P), Glu (E), Ser (S), et Thr (T), appelées 
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CipX de E, coli. La structure par rayons X de HsIUV, déterminée 
par Huber, montre que Hs!V forme un dimère d'anneaux hexamé- 
riauex_ et non nas hentaméniaues (Fie 32.08) Néanmoins tant Le 


FIGURE 32-90 Structure de la protéase tricorne, (a) Structure par 
rayons X du complexe héxamérique vu selon son axe de symétrie 
d'ordre 3, les sous-unités ont des couleurs propres, (b) Vue selon l'axe de 
symétrie d'ordre 2 (après rotation de 90° autour de l'axe horizontal par 
rapport à la partie a). {c) Image du complexe eicossédrique d'après des 
données de cryo-ME. Chacune des « plaques » qui le composent corres- 
pond à un hexamère comme celui des parties a et b. Notez comment les 
plaques voisines présentent à la fois une symétrie d'ordre 3 (dont les axes 
coïncident avec ceux des complexes hexamériques) et d'ordre 5. [Partie a 
et b d'après une structure par rayons X de Robert Huber, Institut de Bio- 
chimie Max Planck, Martinsried, RFA. PDBid 1K12. Partie c avec l'ai- 
mable autorisation de Wolfgang Baumeister, Institut de Biochimie Max 
Planck, Martinsried, RFA.] 


repliement que les contacts entre les sous-unités de HsIV sont très 
semblables à ceux des sous-unités B du protéasome 20$S. De plus, 
elles ont toutes deux des résidus Thr N-terminaux. HsIV peut donc 
être considérée comme l’homologue eubactérien des protéasomes 
208 des archaebactéries et des eucaryotes. 

T. acidophilum contient un autre complexe protéolytique de 
grande taille, qui n'est pas apparenté au protéasome. La structure 
par rayons X de cette protéase (Fig. 32-90a, b), déterminée par 
Huber, montre qu'elle forme un anneau toroïde hexamérique de 
730 KD à symétrie d'ordre 3 ayant une forme triangulaire particu- 
lière rappelant celle d’un tricome (un chapeau dont le rebord est 
relevé sur trois cotés) ; on l'a donc appelée protéase tricorne. Les 
études de cryo-ME montrent que 20 de ces héxamères en tricome 
s'associent pour former un cicosahèdre creux de 14600 kD 
(Fig. 32-90c ; la Fig . 8-64c montre un icosaèdre), il s'agit, de loin, 
du plus grand complexe enzymatique homo-oligomérique connu 
(il est même plus grand que certaines particules virales, dont un 
certain nombre ont également une symétrie icosaédrique ; 
Section 33-2A). 


1. Les modificateurs ressemblant à l'ubiquitine participent 

à différents processus de régulation 

Les cellules eucaryotiques expriment plusieurs protéines dont 
la séquence est apparentée à celle de l'ubiquitine et qui, de la 
même manière, sont conjuguées à d'autres protéines, Ces modifi- 
cateurs de type ubiquitine (Ubl), qui participent à divers proces- 
sus cellulaires fondamentaux, ont chacun l'équivalent d'une 
enzyme d'activation (El), d'au moins une enzyme de conjugaison 
(E2), et dans de nombreux cas, d'une ou de plusieurs ligases (E3), 
qui servent à la liaison des Ubl à leur(s) protéine(s) cible(s) d'une 
façon très proche de ce qu'on connaît pour l'ubiquitine. 

Deux des protéines Ubl, qui ont été les plus étudiées, sont 
SUMO (pour «small wbiquitine related modifier»; ayant une 
identité de 18 % avec l'ubiquitine) et RUB1 («related-to-wbiqui- 
tine » 1 ; appelée NEDDS8 chez les vertébrés, et ayant une identité 
de 50 % avec l'ubiquitine), ces protéines sont extrêmement conser- 
vées de la levure jusqu'à l'homme. L'une des protéines cibles de 
SUMO est IxBa, qui se fixe au facteur de transcription NF-KB 
pour masquer son signal de localisation nucléaire (voir plus haut). 
IKkBa est sumoylé sur le même résidu Lys 21 que celui où il est 
ubiquitiné, il y a donc impossibilité de l'ubiquitiner, et donc de le 
dégrader par la suite, la translocation de NF-KB vers le noyau est 
aussi empêchée, Il est évident qu'il y a un jeu complexe de régu- 
lations entre l'ubiquitination et la sumoylation de IKkBaæ. SUMO 
modifie écalement deux transporteurs du elucose chez les mam- 
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+ TES a d 
(a) Tobacco mosaic virus (TMV) {b) Bacteriophage MS2 


(e) Bacteriophage T4 


(g) Simian virus 40 (SV40) {h) Adenovirus {i) Influenza virus 


FIGURE 33-1 Micrographies électroniques de quelques virus choi- l'observer sur la Fig. 5-45. [Les parties à à « et f à À ont été aimable- 
sis. Les TMV, MS2, TBSV et le virus de la grippe, sont des virus à ment fournies par Robley Williams, Université de Califomie à Berke- 
ARN simple brin: dX174 est un virus à ADN simple brin: À, T4, ley et Harold Fisher, Université de Rhode Island: la partie d, par 
SV40 et l'adénovirus sont des virus à ADN double brin. Le bactério- Michael Rossmann, Université Purdue ; la partie € par John Finch, 
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sent les ribosomes et les autres facteurs biochimiques de l'hôte 
pour synthétiser leurs protéines d’après leur ARN, les modes de 
réplication de leurs génomes sont beaucoup plus variés que ceux 
des cellules. Au contraire des cellules, dans lesquelles les molé- 
cules de l'hérédité sont toujours des ADN double brin, les virus 
contiennent soit un ADN simple brin ou double brin, soit un 
ARN. Chez les virus à ARN, l'ARN viral peut, soit être répliqué 
directement, soit servir de matrice pour la synthèse d’un 
ADN. L'ARN de virus à ARN simple brin peut être soit le brin 
plus (qui est alors l'ARNm) soit le brin moins (il est alors le brin 
complémentaire de l'ARNm). L'ADN viral peut se répliquer de 
manière autonome, où être inséré dans le chromosome de l'hôte 
pour être répliqué comme l'ADN de l'hôte. L'ADN des virus d'eu- 
caryotes est répliqué et transcrit, soit dans le noyau de la cellule, 
grâce aux enzymes cellulaires, soit dans le cytoplasme, grâce à des 
enzymes codées par le génome viral. En fait, dans le cas de virus 
à ARN (-), les enzymes responsables de la transcription doivent 
être codées dans le virion, puisque la majorité des cellules n'ont 
pas la propriété de transcrire de l'ARN. 

Dans ce chapitre, seront exposées les structures et la biologie 
de quelques virus. Il sera question, principalement, du virus de la 
mosaique du tabac (TMV pour tomato mosaic virus), virus 
hélicoïdal à ARN, de plusieurs virus sphériques, du bactério- 
phage À, un bactériophage à ADN pourvu d'une queue, et du virus 
de l'influenza, ou virus de la grippe, un virus à enveloppe. Ces 
exemples ont été choisis pour illustrer les aspects importants de la 
structure du virion, de l'assemblage, de la génétique moléculaire 
du virus et de sa stratégie évolutive. Une grande partie de ces 
informations seront utiles à la compréhension de phénomènes cor- 
respondants au niveau de la cellule. 


1 MB LE VIRUS DE LA MOSAÏQUE DU 
TABAC 


Le virus de la mosaïque du tabac est la cause de tachetures sur les 
feuilles et de décoloration, chez le tabac et beaucoup d'autres 


FIGURE 33-2 Modèle du TM illustrant l’arrangement hélicoïdal 
des protéines de capside et de la molécule d'ARN. L'ARN est représenté 
par la chaîne rouge qui dépasse au sommet de l'hélice du vinion. On ne voit 
que 18-tours (415 À) de l'hélice, ce qui représente 14 % du bâtonnet du 
TMV. [Avec l'aimable autorisation de Gerald Stubbs et Keïichi Narnba, 


Chapitre 33, Les virus : des modèles pour comprendre le fonctionnement à l'échelle cellulaire 


plantes. Il a été le premier virus découvert (par Dmitri Iwanowsky, 
en 1892), le premier virus à avoir été isolé (par Wendell Stanley, 
en 1935), et encore actuellement, il reste un des plus étudiés et un 
des mieux connus du point de vue de sa structure et de son assem- 
blage. Dans cette section, il sera question du TMV sous ces diffé- 
rents aspects. 


A. Structure 


Le TMV est une particule en forme de bâtonnet (Fig. 33-14) qui a 
environ 3000 À de long, un diamètre de 180 À, et une masse de 
40 millions de Da. Les -2130 copies identiques de sa protéine de 
capside (158 résidus d'acides aminés ; 17,5 kD) sont arrangés en 
hélice dextre pourvue d'une lumière centrale ; elle a 161/3 sous- 
unités par tour, un pas de 23 À, et un diamètre de la cavité centrale 
de 40 À (Fig. 33-2). L'ARN simple brin du TMV (--6400 nt; 2 mil- 
lions de Da) est enroulé de manière coaxiale avec les tours de l'hé- 
lice de protéines du manteau, de telle manière que 3 nt sont liés à 
chaque sous-unité protéique (Fig. 33-2). 


à. La protéine de capside du TMYV s'agrège pour former 
des bâtonnets hélicoïdaux semblables au virus complet 
L'étape d'agrégation de la protéine de capside du TMV dépend 

à la fois du pH et de la force ionique (Fig. 33-3). À pH légèrement 

alcalin et à force ionique faible, la protéine de capside ne forme 

que des ensembles de quelques sous-unités. À force ionique plus 
élevée, cependant, les sous-unités s'associent pour former un 
disque double-couche de 17 sous-unités par couche ; ce nombre est 


10 -- 
0,9 : 


0,8 .- 


FIGURE 33-3 Stades d'agrégation des protéines de capside du TMY, 
en fonction du pH et de la force ionique, En conditions basiques, les 
sous-unités forment des petits agrégats, Autour de la neutralité et à force 
ionique élevée, la protéine forme des doubles disques avec 34 sous-uni- 
tés. En conditions acides et à force ionique faible, les sous-unités forment 
des protohélices qui se tassent l’une sur l'autre pour former des hélices 
allongées. À pH neutre et à force ionique faible, conditions voisines des 
conditions physiologiques, la protéine forme des hélices seulement en 
présence de l'ARN viral, [D'après Durham, A.C.H., Finch, LT. et Klug, 
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FIGURE 33-8 Le segment d'initiation de l'ARN du TM, I! forme 
probablement une épingle à cheveux avec quelques bases appaniées, 
comme sur le dessin, qui sont supposées commencer l'assemblage du 
TMV en se liant spécifiquement à une protohélice de protéines de cap- 
side. Noter que cette région de l'ARN en forme de boucle, possède un 
segment (en rouge) de 18 nt avec un G tous les trois résidus (chaque pro- 
téine de capside se lie à trois nucléotides), mais il n'y a pas de C. 


(a) (b) 


FIGURE 33-9 L'assemblage du TMV. (a) Le processus commence par 
l'insertion de la boucle en épingle à cheveux formée par la séquence 
d'initiation de l'ARN viral, dans la cavité centrale de la protohélice, 
(b) L'ARN s'intercale ensuite entre les couches de la protohélice, ce qui 
met en ordre la boucle non ordonnée et piège l'ARN, (c) L'élongation se 


ciblée ont confirmé que cette séquence d'initialisation suffit à 
organiser l'assemblage du TMV et que les G régulièrement espa- 
cés, de même que l'absence de C, sont importants pour cette fonc- 
tion. On peut expliquer partiellement la grande affinité du TMV 
pour cette séquence d'initiation, par le fait que les sous-unités de 
la protéine de capside se lient tous les trois nucléotides, sous la 
conformation inhabituelle syn et que G assure mieux que n'im- 
porte quel autre nucléotide cette conformation (Section 29-2A). 
L'absence de C empêche sans doute la formation de paires de 
bases comportant les G. 

Le complexe d'initiation décrit ci-dessus est localisé à environ 
1000 nucléotides de l'extrémité 3° de l'ARN viral. Ainsi, un 
modèle trop simple d'assemblage du virus dans lequel l'ARN 
serait entouré de manière séquentielle depuis une extrémité jusqu'à 
l'autre ne peut pas être juste. L'épingle à cheveux dans l'ARN ser- 
vant à l'initiation, doit s'insérer elle-même entre les couches pro- 
téiques de la protohélice, à partir dans la lumière centrale 
(Fig. 33-9a). La liaison avec l'ARN, pour les raisons expliquées 
ci-après, induit le placement correct de la boucle souple, ce qui 
piège l'ARN (Fig. 33-9h). La croissance se fait ensuite par la répé- 
tition séquentielle de ce processus au sommet du complexe, ce qui 
pousse l'ARN par saccades par le côté 5”, à travers la cavité cen- 
trale de l'hélice virale en formation (Fig. 32-9c). 

Le modèle d'assemblage présenté ci-dessus a été conforté par 
plusieurs expériences : 


1. Les micrographies électroniques montrent que les bâtonnets 
partiellement achevés (Fig. 33-10) laissent deux queues d'ARN 
dépasser à une des extrémités, 

2. La longueur de la queue la plus longue, que l'on peut sup- 
poser être l'extrémité 5”, décroît linéairement en fonction de la lon- 
gueur du bâtonnet, tandis que la queue la plus courte garde une 
longueur à peu près constante. 


5 


(ec) 


bâtonnet. La liaison de l'ARN à chaque protohélice se poursuit, ce qui 
convertit les protohélices en hélice, et pousse l'extrémité 5° de l'ARN à 
travers la cavité centrale d'un diamètre de 40 À, formant une boucle 
mobile à l'extrémité du bâtonnet en cours d'allongement. [Les images du 
virus ont été fournies aimablement par Hong Wang et Gerald Stubbs, 
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FIGURE 33-13 Dôme géodésique construit comme un icosadeltaèdre 
de T = 36, Deux de ses sommets pentagonaux sont visibles sur cette pho- 
tographie. {Stanley Schoenberger/Grant Heiman.] 


équivalentes. Par contre, les sous-unités groupées autour des 12 
axes de symétrie d'ordre cing de symétrie icosaédrique sont exac- 
tement équivalentes. Les interactions entre les sous-unités grou- 
pées autour des axes localisés d'ordre six sont donc des distorsions 
de celles qui sont établies autour des axes de symétrie exacte 
d'ordre cinq. Il en résulte que les sous-unités de n'importe quelle 
capside de symétrie icosadeltaédrique possèdent la capacité de 
réaliser deux types d'associations entre sous-unités, et possèdent 
suffisamment de souplesse dans leur conformation pour subir les 
distorsions que cela exige. 

En fuit, les icosadeltaèdres correspondent à des figures fami- 
lières. La surface à facettes d’un ballon de football est un icosa- 
deltaèdre. Les dômes géodésiques (Fig. 33-13) qui ont été conçus 
par Buckminster Fuller, sont des parties d'icosadeltaèdres. C'est 
en fait la réalisation de Fuller qui a inspiré Caspar et Klug, Les 
dômes géodésiques sont des structures rigides de par leur forme 
refermée ; ils sont construits à partir de quelques éléments iden- 
tiques, dont la conformation est prévue pour garantir un assem- 
blage facile et rapide. On peut supposer que l'évolution des virus 
à capside sphérique est basée sur ces principes. 

Le nombre de sous-unités d'un icosadeltaèdre est de 607, dans 
lequel T est le nombre de triangulation (on peut démontrer que 
les valeurs possibles de T sont 7 = A? + hk + &, où h et k sont des 
nombres entiers positifs). L'icosaèdre est le plus simple des icosa- 
deltaèdres ; il a T = / (h= 1, k = 0) et possède donc 60 sous-uni- 
tés. L'icosadeltaèdre ayant le niveau de complexité immédiatement 
supérieur, a la valeur T =3 (h = 1,k= 1), et possède donc 180 
sous-unités (Fig. 33-12). Une capside qui possède cette géométrie 
possède trois types de relations icosaédriques entre sous-unités qui 
sont quasi-équivalentes l’une à l'autre (les lobes A, B et C dans la 
Fig. 33-12b). On a déterminé par rayons X la structure de virus 
dont la capside forme des icosadeltaèdres ayant T = 7,3, 4,7 et 
13. Certains virus polyédriques plus grands peuvent même former 
des icosadeltaèdres à nombre de triangulation plus élevé (on a 
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selon des principes un peu différents, comme on le verra dans la 
Section 33-2D). On pense que les valeurs T, pour une capside par- 
ticulière, dépendent de la courbure de la sous-unité à l'état natif. 


B. Le virus du rabougrissement buissonneux de la 
tomate 


Le virus du rabougrissement buissonneux de la tomate (TBSV 
«tomato bushy stunt virus »; virus responsable de la formation de 
balais de sorcière chez la tomate) (Fig. 33-1c) est un virus sphé- 
rique avec T = 3, dont le rayon est de -175 À. Il possède 180 sous- 
unités identiques d'une protéine de capside de 43 kD, ayant cha- 
cune 386 résidus, qui entourent une molécule d'ARN de -4800 nt 
(1500 KD ; chaîne +, servant d'ARNm) et un seul exemplaire d'une 
protéine de -85 kKD. La structure par rayons X du TBSV est la pre- 
mière à avoir été déterminée à haute résolution ; elle a été publiée 
par Stephen Harrison en 1978. La protéine de capside du TBSV 
possède trois domaines (Fig. 33-14) : le domaine C-terminal P. qui 
dépasse à l'extérieur du virus ; S, qui forme la coque protéique : 
et R, l'extrémité N-terminale tournée vers l'intérieur, et qui se rat- 
tache au domaine S par une connexion en forme de bras. Le 
domaine S est presque totalement constitué par un tonneau B de 
8 brins antiparallèles, que l'on retrouve dans les protéines de cap- 
side chez presque tous les virus sphériques de structure connue. 


a. Les sous-unités identiques du TBSV s'associent par 
contacts non identiques 


FIGURE 33-14 Structure par rayons X de la protéine de capside du 
TBSV, Elle possède trois domaines : P, extérieur à la surface du virion 
(en violer); S, qui forme la capside (en vert) et R, qui s'étend en dessous 
de la surface de la capside, où il participe à la liaison avec l'ARN viral. 
Le domaine S se compose surtout d'un tonneau B de huit brins antiparal- 
lèles, dont la forme en rouleau ressemble à celle d'un biscuit roulé (Sec- 
tion #-3B). Le domaine P est aussi essentiellement constitué d'un feuillet 
B antiparallèle, tandis que le domaine R n'est pas visible dns la struc- 
ture par rayons X, de sorte que sa structure tertiaire reste 

inconnue [D'anurès Olsen. À !_ Bricoene. Get Harrison SC _1 Mol 
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Les sous-unités chimiquement identiques de la protéine de cap- 
side du TBSV sont placées de trois manières distinctes appelées A, 
B et C (Fig. 33-15). Comment la protéine établit-elle les différents 
contacts pour réaliser ces différentes associations analogues mais 


FIGURE 33-15 Arrangement icosadeltaédrique de T = 3 des sous-uni- 
tés de la capside du TBSV. Les sous-unités se placent dans trois situa- 
tions quasi-équivalentes, A, B et C. Les sous-unités A sont placées autour 
des axes de symétrie exacte d'ordre cinq (en orangé), tandis que les sous- 
unités B (en bleu) alternent avec les C (en vert), autour des axes de 
symétrie exacte d'ordre trois (axes localisés d'ordre six), Les sous-unités 
C sont aussi disposées autour des axes exacts d'ordre deux, tandis que les 
sous-unités À et B sont mises en relation par les axes localisés d'ordre 
deux. Les sous-unités répondent aux exigences de conformation de leurs 
trois positions quasi-équivalentes, grâce à la flexibilité possible de la 
région chamière entre leurs domaines S et P (à droite, à part). Comparer 
ce dessin à la Fig. 33-12. [D'après Harrison, S.C, Trends Biochem. Sci. 9, 
348, 349 (1984).] 


(a) 


FIGURE 33-16 Architecture de la capside du TBSV, (a) Les bras des 
sous-unités C de la protéine du TBSV s'empilent autour des axes (rri- 
angle) de symétrie exacte d'ordre trois, et s'associent en feuillets f 
C'est ce qu'on verrait de l'extérieur de la capside, (b) Dessin en coupe 
stéréoscopique montrant l'échafaudage des bras intérnes des sous-unités 
de type C, Les sous-unités identiques A (en bleu foncé), B (en bleu clair) 


non identiques ? La structure du TBSV permet de montrer que les 
contacts analogues entre sous-unités varient, à la fois en établis- 
sant au choix trois types alternés d'interaction et par des distor- 
sions de conformation dans chaque type d'interaction, L'interac- 
tion la plus remarquable est l'interdigitation des bras reliant les 
domaines R et S de sous-unités de mode C. Ces bras s’allongent 
en direction de chaque axe icossédrique d'ordre trois (quasi 
d'ordre six) dans les fentes formées entre les sous-unités adja- 
centes de mode C ou B et forment ensuite une spirale vers le bas 
autour de l'axe à symétrie d'ordre trois, dont les feuillets de type b 
se referment l'un dans l'autre comme les bords repliés d'un embal- 
lage en carton : la chaîne 1 sur la chaîne 2, la 2 sur la 3, et la 3 sur 
la 1 (Fig. 32-16a). Cette interaction, ainsi qu'une association forte 
entre les sous-unités voisines C traversant l'axe icosaédrique à 
symétrie d'ordre deux (Fig. 33-15), permettent de placer les 60 
sous-unités de type C selon un réseau régulier (Fig. 32-16b) qui 
fixe le nombre de triangulation de la capside du TBSV : on peut 
alors concevoir la capside comme une coque icosaédrique de 
T = 1, formée par les sous-unités C, avec les vides comblés par les 
sous-unités de types À et B. Les conformations adoptées par les 
trois ensembles de sous-unités sont alors quelque peu différentes : 
la sorte de chamière de quatre résidus qui connecte les domaines 
S et P (h dans la Fig. 33-14) fait un angle diédrique de -30° plus 
grand dans les sous-unités À et B que dans les sous-unités C (Fig. 
33-15, à droite). Ceci permet alors des interactions identiques 
entre les domaines P dans les dimères AB et CC, ce qui fait res- 
sortir les dimères en forme de boutons dans la Fig. 33-15. Chez le 
TBSV, il est clair que les associations entre les différents domaines 
de sous-unités différentes sont plus fortes que celles qui ont lieu à 
l'intérieur des sous-unités, 


b. La cavité centrale du TBSV contenant l'ARN n'est pas 
ordonnée 

Le bras entier connectant les domaines R et S dans les sous-unités 
A et B, de même que les quelques premiers résidus dans les sous- 
unités C, ne sont pas visibles dans la structure par rayons X du 
TBSV. Ceci indique que ces segments polypeptidiques n'ont pas 
une conformation fixe. Les domaines R sont donc allongés d'une 
manière flexible vers les domaines S de sorte qu'ils sont aussi 


(b) : À 


petites sphères jaunes, Les bras des sous-unités C s'associent pour former 
un réseau icossédrique de T = /, qui semble jouer un rôle majeur dans 
la cohésion de la capside. Les instructions pour voir les dessins en relief 
sont données dans l'appendice du Chapitre 8. [Partie a, d'après un des- 
sin de Jane Richardson, Université Duke. Partie b communiquée aimable- 
ment par Arthur Olson, Institut de Recherches Scripps, La Jolla, Califor- 
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sa structure quaternaire. De plus, la sous-unité de la protéine de 
capside du SBMY. de 260 résidus, bien qu'elle ne possède pas de 
domaine P, possède le domaine S, dont le motif polypeptidique se 
superpose presqu'exactement à celui du TBSV (Fig. 33-18a). 
Comme chez le TBSV, l'ARN du SBMV n'est pas ordonné. 

La structure quaternaire du STMV diffère de celle du TBSV ou 
du SBMV: c'est un virus à ARN de T = 1. Son diamètre fait 
172 À : il fait partie des plus petits virions connus ; il renferme un 
ARN de 1058 nt qui ne code qu'une protéine : la protéine de cap- 
side contenant 196 résidus (le STMV ne peut se multiplier que 
dans des cellules co-infectées avec le TMV, plus complexe ; c'est 
le seul exemple connu de relation parasitaire entre un virus sphé- 
rique et un virus en bâtonnet). Cependant, la protéine de capside 
du STMV, qui n'a pas de domaine P, possède un domaine S, dont 
la structure ressemble à celle du SBMV et du TBSV,. Il semble 
donc bien que ces virus pourtant assez dissemblables au plan bio- 
chimique, proviennent d'un ancêtre commun. 


d. Une partie importante de l'ARN du STMWV est visible 
L'aspect le plus frappant de la structure du STMV est que près 
de 80% de son ARN est visible (Fig. 33-19). Cet ARN contient 
30 segments ordonnés d'un ARN en double hélice disposés sur les 
axes de symétrie d'ordre 2 et qui sont reliés par des régions en 
simple brin désordonnées. Des études par ordinateur permettent de 
prédire que jusqu'à 68 % des bases forment des paires de bases. La 
formation d'une structure unique ayant des appariements de bases 
nombreux et non répétitifs entre des bases éloignées dans la 


FIGURE 33-19 La structure par rayons X du virus satellite du virus 
de la mosaique du tabac (STMV)., On voit le vinon de T = 1 en coupe 
selon un de ses axes icosaédriques d'ordre 5. Les sous-unités protéiques 
de la capside qui forment une coque comprise entre les rayons 57 à 86 À, 
sont représentées de différentes couleurs, landis que les 30 segments 
d'ARN. principalement en double hélice. situés sur les axes icosa- 
édriques d'ordre 2 sont en jaune, [D'après une structure par rayons X de 
Alevander MePherenan lInivercité de C'alifnenie lrvine PR A4 1! 
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séquence primaire pour permettre un repliement compatible avec 
la symétrie icosaédrique du STMV semble improbable. Il semble 
plutôt que les fragments de double hélice que l'on voit dans la Fig. 
33-19 soient une série de structures en tige-boucle locales légère- 
ment différentes les unes des autres. L'ARN du STMV prendrait 
donc, à l'intérieur de la capside du virus, une structure qui ne cor- 
respond probablement pas à son minimum d'énergie libre. Il adop- 
terait en fait un des nombreux états de basse énergie qui se forment 
de façon transitoire durant l'assemblage du virus et qui se trouve 
piégé par les interactions avec la protéine de capside. Effective- 
ment, le fait que la protéine de capside du STMV ne forme pas de 
capside en l'absence d'ARN, laisse penser que l'ARN, bien qu'il 
n'ait pas de symétrie icosaédrique, dirige quand même la forma- 
tion de la capsule virale icosaédrique. 


C. Les picornavirus 


On a déterminé les structures par rayons X de deux virus patho- 
gènes de l'homme : celle du poliovirus, l'agent de la poliomyé- 
lite, déterminée par James Hogle, et celle du rhinovirus, causant 
les rhinites infectieuses (le rhume), déterminée par Rossmann. 
Ces deux agents pathogènes sont des picornavirus, représentant 
une grande famille de virus animaux qui regroupent aussi les 
agents de l'hépatite A humaine et de la fièvre aphteuse. Les 
picomavirus (de pico, petit + arn) sont à compter parmi les plus 
petits virus à ARN des animaux : ils sont sous forme de particules 
d'une masse de -8,5 x 105 D, dont -30 % est un ARN simple brin 
de -7500 nucléotides. Leur coque protéique icosaédrique, d'un 
diamètre de -300 À, contient 60 protomères, chacun formé de 
4 protéines de structure, VP1, VP2, VP3 et VP4. Ces quatre pro- 
téines sont synthétisées par la cellule infectée sous forme d’une 
seule polyprotéine, qui est clivée en ses sous-unités lors de l'as- 
semblage des virions. Les picornavirus peuvent être très spéci- 
fiques des cellules qu'ils infectent ; par exemple, le poliovirus se 
lie à des récepteurs qui ne sont présents que sur certains types cel- 
lulaires chez les primates. 

Les structures du poliovirus, du rhinovirus et du virus de la 
fièvre aphteuse (FMDV pour foot-and-mouth disease virus; 
déterminée par David Stuart) se ressemblent énormément, et pré- 
sentent aussi des similitudes avec le TBSV et le SBMV. Bien que 
les protéines VP1, VP2 et VP3 des picornavirus n'aient pas de 
similarité de séquence l'une avec l'autre, ni avec les protéines de 
capside du TBSV et du SBMV, ces protéines ont toutes une simi- 
litude de structure très surprenante (Fig. 33-14 et 33-18; VP4 est 
beaucoup plus petite que les autres sous-unités et se présente en 
fait comme une extension N-terminale de VP2). Les sous-unités 
VPI, VP2 et VP3, chimiquement distinctes des picomavirus, pré- 
sentent une pseudo- symétrie commune, due à des axes de pseudo- 
symétrie d'ordre trois, passant par le centre de chaque face trian- 
gulaire du virion i ique de T = /, qui possède donc une 
pseudo-symétrie de T = 3 (Fig. 33-20). Les sous-unités, identiques 
chimiquement, mais distinctes quant à leur conformation A, B ou 
C, des virus de plantes à T = 3, sont aussi en relation quasi-symé- 
trique, grâce à des axes localisés de symétrie d'ordre trois (Fig. 33- 
15). Ces similitudes de structure suggèrent que les picornavirus et 
les virus de plantes sphériques auraient tous divergé à partir d'un 
ancêtre commun. 

Les protéines de capside des poliovirus, des rhinovirus et du 
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{a) (b) 


FIGURE 33-22 Structure par rayons X du virus simien 40 (SV40). 
(a) Le virion SV40 est formé de 360 copies de VPI organisées en 72 
pentamères dont 12 {en blanc) sont arrangés par $, et 60 (er couleur) 
sont arrangés par 6. On a représenté trois types de groupements de 
pentamères sur le schéma qui accompagne le dessin: les sous-unités en 
blanc (&), en violet (@') et en vert (&») forment une interaction à trois 
(3); celles en rouge (f) et en bleu clair (f') forment un type d'asso- 
ciation à deux (2): les sous-unités en jaune (y, un second type d'asso- 
ciation à deux (2). Les axes de symétrie icosaédriques sont indiqués 
par les chiffres 5, 3, et 2, (b) Pentamère faisant partie d'une coordina- 
tion par six, comme il serait vu de l'extérieur du vinion. Les sous- 


posées selon la symétrie icosaédrique. Cependant, un tel nombre 
de sous-unités ne peut pas prendre la disposition icosadeltaédrique, 
vue chez le TBSV, par exemple, parce que la valeur T = 360/60 = 6 
ne suit pas la règle des icosadeltaèdres (où T = 4? + hk + P). VPI 
forme plutôt des pentamères pouvant prendre jusqu'à deux posi- 
tions non équivalentes (Fig. 33-224), comme Caspar l'a montré par 
des études des polyomavirus par rayons X à faible résolution. 

La capside du SV40 comporte donc 72 pentamères de protéine 
VPI centrés sur les arêtes des faces d’un icosadeltaèdre de valeur 
T = 7. Douze pentamères se trouvent sur les 12 axes de symétrie 
axiale d'ordre cinq, chacun étant entouré par 5 pentamères d'une 
classe géométrique différente. Les 60 pentamères de cette dernière 
classe (qui devraient être des hexamères dans un vrai icosadel- 
taèdre dont la valeur T = 7), sont chacun entourés par 6 penta- 
mères, 5 de la même classe qu'eux, et un de la classe précédente. 
Il s'ensuit que chaque capside contient 6 classes de symétrie non 
équivalentes à partir de sous-unités VP1, chimiquement identiques. 
Quelles modifications de conformation les sous-unités doivent- 
elles subir pour former une telle structure et comment une struc- 
ture pentamérique peut-elle se disposer en coordination avec six 
autres pentamères ? 

La structure par rayons X du SV40 a été déterminée par Har- 
rison. Elle montre que VPI est formée de trois modules : (1) un 
bras N-terminal qui s'étend à l'intérieur du pentamère par dessous 
la sous-unité voisine, dans le sens des aiguilles d'une montre (en 
regardant depuis l'extérieur) ; les 15 premiers résidus n'en sont pas 
visibles (probablement parce qu'ils s'allongent vers l'intérieur 
pour interagir avec le minichromosome qui n'est pas non plus 
visible); (2) un tonneau de brins B antiparallèles, selon la même 
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(c) 


unités VPI, représentées par leurs chaines C',. 
a. Noter les bras C-terminaux qui sont projetés à l'extérieur de chaque 
sous-unité, (c) Schéma montrant comment les bens C-terminaux relient 
les pentamères les uns aux autres. Les bas Cterminaux sont représen 
tés par des traits et des petits cylindres Chélices), Les axes de symé 
tries d'ordres 5, 3 et 2 de |n particule icosaédrique sont représentés par 
les symboles conventionnels, tandis que l'astérisque indique un axe 
localisé d'ordre deux, mettant en relation des pentumères coordonnés 
par cinq et par six. [Parues « et « 
d'après une structure par rayons X de Stephen Harrison, Univernité de 
Harvard, PDBid ISVA.] 


sont colorées comme en 
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navirus (Fig. 33-14 et 33-18), bien qu'il soit orienté plutôt radia- 
lement que tangentiellement par rapport à la capside ; (3) un bras 
C-terminal allongé de 45 à 50 résidus, site de la seule variation 
importante de conformation parmi les 6 ensembles de sous-unités 
VPI de symétries non-équivalentes. Les bras C-terminaux établis- 
sent les principaux contacts entre les pentamères, en s'allongeant 
à partir de leur pentamère de départ, pour aller s'insérer dans un 
pentamère voisin (Fig. 32-22h et 32-226). Chaque pentamère 
intègre donc cinq bras, provenant des pentamères adjacents, alors 
qu'il en émet cinq. Les différents modes d'échange des bras C-ter- 
minaux entre les différents pentamères déterminent alors la façon 
selon laquelle ils vont s'associer pour former la capside. Comme 
les bras C-terminaux d'un pentamère libre sont sans doute 
flexibles et déstructurés, les pentamères sont comparables à des 
éléments d'un jeu de construction, assemblés par des cordages, 
plutôt que cimentés les uns aux autres par leurs surfaces complé- 
mentaires. En effet, la perte des bras C-terminaux par des sous-uni- 
tés VPI recombinantes n'empêche pas leur association en penta- 
mères mais compromet l'assemblage de ces pentamères en coques 
ayant la forme de virions. 

Un certain nombre d'autres virus dont la structure est connue 
contiennent ce tonneau de 8 brins b antiparallèles. Parmi eux, le 
bactériophage 6X174 de valeur T = 1 (un virus à ADN simple 
brin; Section 30-3B, Fig. 33-14), deux virus à ARN simple brin 
dont la valeur T = 3 qui sont le virus Norwalk (responsable de 
plus de 96% des gastroentérites non bactériennes aux États-Unis) 
et le « black beetle virus », le « Nudaurelia Capensis w virus » 
(un virus à ARN simple brin d’insecte) dont la valeur T = 4, et le 
virus de la fièvre catarrhale du mouton («bluetongue virus »; 
Caoetinn 22.9F1 fe valeur T = 12 On arrddla À l'infnmmatinn 


(Fig. 33-24b) : premièrement un tonneau B à 8 brins antiparallèles, 
commun à de nombreux virus sphériques, qui correspond aux par- 
ties du cœur dirigées vers l'extérieur (il est responsable de l'appa- 
rence hérissée) et qui établit probablement des contacts avec la 
couche exteme du virus, deuxièmement, un domaine hélicoïdal 
formant la coque externe du cœur. Notez que dans la plupart des 
virus sphériques que nous avons décrits, le domaine en tonneau B 
forme la coque virale (Section 33-2B). Les différentes copies de 
géométries différentes, de VP7(T13), ont des conformations quasi- 
identiques, avec des déviations maximales entre les paires de C,, 
de position équivalente de seulement 0,3 À, bien qu'il existe des 
différences significatives dans le mode de contact entre les sous- 
unités voisines. 

La coque interne du BTV est constituée de 60 homodimères 
asymétriques de sous-unités de VP3(T2), A et B, disposées selon 
une symétrie icosaédrique (7 = 1) (Fig. 33-25a). La protéine 
VP3(T2) de 901 résidus comporte 3 domaines (Fig. 33-25b) : pre- 
mièrement un domaine apical, qui contient 11 hélices et 10 brins b 
dans la sous-unité A et 10 hélices et 11 brins B dans la sous-unité 
B, deuxièmement un domaine de carapace, qui contient 20 hélices 
dans la sous-unité A et 21 dans la sous-unité B, et troisièmement 
un domaine de dimérisation qui contient 5 hélices et 13 brins f 
dans la sous-unité A et 4 hélices et 14 brins B dans la sous- 
unité B. La coque interne est relativement lisse et renferme peu de 
résidus chargés. Elle a des pores d’une largeur de 9 À aux som- 
mets d'ordre 5 de l'isocaèdre, Ces pores alignés avec des résidus 
Arg conservés, sont trop étroits pour permettre la sortie de 
l'ARNm, mais en présence de Mg°* ils s'ouvrent suffisamment à 
cet effet (voir plus bas). 

Les coques externe et interne du cœur du BTV interagissent par 
des surfaces assez plates et principalement hydrophobes. La diffé- 
rence de symétrie entre ces deux coques nécessite qu'elles aient 13 
séries de contacts différents, ce qui rend les conformations très 
similaires des 13 sous-unités de VP7(T13) distinctes du point de 
vue de leur géométrie d'autant plus remarquables. Les protéines 
VP3(T2) s'auto-assemblent pour former un sous-cœur, alors que 
VP7(T13), bien qu'elle forme des trimères en solution, ne s’auto- 
assemble pas pour former une coque icosaédrique. Il est donc pro- 
bable que la coque interne forme une armature permanente sur 
laquelle 260 trimères de VP7(T13) cristallisent dans deux dimen- 
sions pour former la coque externe. 

La structure par rayons X du BTV montre aussi le chemine- 
ment de près de 80% de son ARNdb de 19219 pb (Fig. 33-264). 


FIGURE 33-26 Agencement de l'ARN dans le BTV. (a) Empaquetage 
de l'ARNdb, dans la coque interne du cœur du BTV d'après La structure 
par rayons X. La vue est représentée selon un axe de symétrie d'ordre 5 
de l'icosaèdre et on ne voit que l'hémisphère inférieur du cœur, La den- 
sité électronique assez mal résolue a été modélisée sous la forme d'un 
ARN-A. Celui qui est empaqueté autour de l'axe d'ordre 5 central est 
représenté en bleu, ceux empaquetés autour des autres axes d'ordre 5 
sont représentés en orange. Les sous-unités À et B de VP3(T2), formant 
la coque interne du cœur sont en vert et en rouge. (b) Représentation 
imagée de l'agencement de l'ARN (en bleu) dans le cœur du 

BTV. L'ARNdb est dessiné comme une spirale entourée autour du com- 
plexe de transcription auquel il est associé (en vert), Les queues d'ARNm 
nouvellement synthétisées sont représentées comme sortant par les pores 
aux sommets d'ordre 5. Notez que chaque complexe de transcription est 
associé à un sommet d'ordre 5. [Avec l'aimable autorisation de David 
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L'ARNdb se révèle partiellement ordonné selon les axes d'ordre 5 
de l'icosaèdre grâce à des interactions avec l'intérieur de la coque 
de protéines VP3(T2) (Noter cependant que l'ADNdb, dont les 10 
segments ont des tailles allant de 822 à 3954 pb, ne peut pas avoir 


un hôte qui lui convient, surtout dans un environnement défavo- 
rable. Par contre, un prophage va pouvoir se multiplier indéfini- 
ment avec son hôte aussi longtemps que l'hôte survit. Mais que se 
passe-t-il si l'hôte subit une lésion fatale ? Le parasite va-t-il mou- 
rir avec son hôte ? Dans le cas du bactériophage À, ce sont juste- 
ment les lésions dues à une exposition à des agents endommageant 
l'ADN de l'hôte ou bloquant sa réplication, qui induisent la phase 
lytique. On a décrit ce phénomène comme un « sauve qui peut » : 
le prophage peut échapper au destin tragique de l'hôte en formant 
des particules virales infectieuses qui auront une chance de survie, 
Inversement, la lysogénie est favorisée par les mauvaises condi- 
tions de nutrition pour l'hôte (les phages ne peuvent se répliquer 
par la voie lytique que dans un hôte en phase de croissance) ou 
dans le cas où un grand nombre de phages infectent la même cel- 
lule hôte (ce qui semble être le signal, que les phages sont sur le 
point d'éliminer l'hôte). 

On décrira dans cette section le mécanisme génétique de 
contrôle et la formation de particules phagiques dans le mode 
lytique, ainsi que le mécanisme de régulation permettant aux bac- 
tériophages À de choisir et de se maintenir dans un des deux 
modes de vie, On pense que des mécanismes analogues permettent 
d'expliquer de nombreux processus cellulaires. 


A. La voie lytique 


Le génome du bactériophage À, comme l'indique la carte géné- 
tique (Fig. 33-30), possède -50 gènes codant des polypeptides et 
contient de nombreux sites de contrôle, L'organisation du chro- 
mosome est à remarquer : les gènes sont groupés selon leurs fonc- 
tions. Par exemple, les gènes concernés par la synthèse de la queue 
du phage sont arrangés en tandem (Fig. 33-30, en bas). Cette orga- 
nisation, comme on va le voir, permet aux gènes d'être transcrits 
ensemble, c'est à dire comme un opéron. Les fonctions de beau- 
coup de ces gènes de À et celles des sites de contrôle, tout comme 
les gènes importants de l'hôte pour le fonctionnement du phage, 
sont cités dans le Tableau 33-1. 

Dans la réplication en mode lytique du phage À, tout doit 
être parfaitement organisé et minuté. L'ADN doit être répliqué 
en quantité suffisante, pour être empaqueté dès que les particules 
de phages sont produites, et cet empaquetage doit être terminé 
avant que la cellule hôte ne soit lysée par voie enzymatique, La 
transcription du génome de À, qui est assurée par l'ARN poly- 
mérase de l'hôte, est contrôlée, tant en mode lytique que lyso- 
génique, par des gènes régulateurs représentés en rouge dans la 
figure 33-30. 


a. Le mode lytique se divise en trois phases : précoce, 
intermédiaire et tardive 
Le programme de transcription en mode lytique comprend trois 
phases (Fig. 33-31): 


1. Une phase précoce Aussitôt après l'infection par le 
phage ou son induction, l'ARN polymérase de E. coli commence à 
transcrire l'ADN du phage de droite à gauche à partir du promo- 
teur p,, et de gauche à droite à partir des promoteurs py et py, sur 
l'autre brin (Fig. 33-314) : 

(i) Le transcrit gauche, LI, qui s'arrête au site d'arrêt 4, 

comprend celui du gène N. 


Section 33-3. Le bactériophage À 


TABLEAU 33-1 Gènes et sites importants pour le bactério- 


phage À 
Gène ou site 


Gènes du phage 
cl 


cl, cll 
cro 


N,Q 


O,P 


int 

xis 

B,C, D, E, W, Nu3, 
FI, FI 
G,H,1,1,K, L, M, 
U, V,Z 

A, Nul 

R,R,.S 

b 

Sites du phage 
attP 


atiL., attR 


cos 


Os OR 

Pre Pis Pre Pre Pres PR 
is Pris las lasse 
nul, nutR 

qui 

ori 

Gènes de l’hôte* 
lamB 

dnaA, dnaB 

lig 

gyrA, gyrB 

rpoA, rpoB, rpoC 
rho 

nusA, nusB, nusE 
groËL, groËES 
himA, himD 

HflA, hfiB 

cap, cya 

attB 

recA 


Fonction 


Répresseur de À ; mise en place et 
maintien de la lysogénie 

Mise en place de la lysogénie 

Répresseur de c/ et des gènes précoces 

Antiterminateurs des gènes de la phase 
précoce et de la 2°" phase précose 

Reconnaissance de l’origine de réplication 

de l'ADN 

Inhibition de RecBCD de l'hôte 

Intégration et excision du prophage 

Excision du prophage 

Assemblage de la tête 


Assemblage de la queue 


Empaquetage de l'ADN 
Lyse de l'hôte 
Région génétique accessoire 


Site d'attachement pour l'intégration 
du prophage 

Sites d'excision du prophage 

Sites des extrémités cohésives dans 
l'ADN duplex 

Opérateurs 

Promoteurs 

Sites d'arrêt de La transcription 

Site d'utilisation de N 

Site d'utilisation de Q 

Origine de réplication de l'ADN 


Protéine de reconnaissance de l'hôte 
Initiation de la réplication de l'ADN 
ADN ligase 

ADN gyrase 

Cœur de l'enzyme ARN polymérase 
Facteur d'arrêt de la transcription 
Nécessaires pour la fonction de gpN 
Assemblage de la tête 

Facteur de l'hôte pour l'intégration 
Dégradation de gpc// 

Système de répression catabolique 
Site d'intégration du prophage 
Induction du mode lytique 


*Les gènes codant : l'ARN polyrnérase I, les sous-unités de l'ARN polymé- 
rase [II (Tableau 30-2) et le primosome (Tableau 30-4) sont aussi nécessaires. 


200 copies dans la pré-tête immature, mais qui disparaît dans la 
pré-tête mature, joue un rôle d'échafaudage protéique pour per- 
mettre à gpË de former correctement la tête du phage. Enfin, l'as- 
semblage du phage nécessite plusieurs réactions protéolytiques, 
cela montre en plus qu'il se réalise via des réactions catalysées 
par des enzymes. 


b. L'empaquetage comprime l'ADN dans la tête du phage 

Une question intéressante est de savoir comment, au cours de 
l'assemblage du phage À, une tête de 55 nm de diamètre peut 
empaqueter une molécule d'ADN duplex assez rigide, de 
16 500 nm de long. Des observations en cryo-microscopie électro- 
nique de têtes de bactériophages T7 (un coliphage avec une 
queue) semblent apporter une réponse, Les images de ces têtes de 
phages sont en vue axiale (selon la droite qui passe par le centre 
de la particule et par le sommet de la capside où est ancré le 
connectif entre la tête et la queue). On y voit une disposition sur- 
prenante d'au moins 10 anneaux concentriques, l'anneau extérieur, 
qui est un peu plus épais que les autres, correspondant à la coque 
protéique (Fig. 33-37a). Au contraire les vues latérales de ces têtes 
de phages ne présentent que des images ponctuées (présentant des 
points ou des taches) avec par endroits des dessins en forme de 
lignes. La modélisation par ordinateur montre que ces dessins peu- 
vent être attribués à l'enroulement de l'ADN en couches concen- 
triques autour de l'axe à travers le connectif (Fig. 33-37). Il faut 
six de ces couches pour faire tenir la totalité des 40 kb d'ADN de 
T7 dans sa tête de 55 nm de diamètre. Cela n'est pas en contra- 
diction avec le fait qu'on observe au moins neuf anneaux concen- 
triques d'ADN, car dans les différentes couches, l'enroulement de 
l'ADN est plus serré vers les pôles de la tête du phage et son appa- 
rence en projection dans un plan est donc celle de multiples 
anneaux de rayons plus petits. Le fait que l'ADN entre sous forme 
linéaire dans la pré-tête du phage, à travers le connectif queue-tête 
(voir ci-dessous), permet de proposer qu'il s'enroule d’abord, à 
cause de son manque de souplesse, contre la paroi interne de la 
coque protéique rigide, et qu'il finit par s'enrouler vers l'intérieur, 
de manière concentrique, comme si on enroulait une pelote de 
ficelle à l'envers. Cependant, la façon de s'enrouler peut varier 
d'une particule à l’autre quant aux détails, comme semble l'indi- 
quer l'observation que lorsqu'on provoque des liaisons covalentes 
entre l'ADN empaqueté et la capside, celles-ci se répartissent sur 
toute la longueur de l'ADN. 


c. L'ADN est attiré dans la tête du phage au prix de 

l’hydrolyse d'ATP 

L'empaquetage de l'ADN 1 commence dès que la terminase 
(gpA + gpNul) reconnaît au hasard sa séquence de reconnais- 
sance cos de -200pb et se lie avec elle. Elle forme alors un com- 
plexe avec la pré-tête, de manière à y introduire l'ADN par le trou 
de 20 À de diamètre dans le connectif tête-queue. L'extrémité 
gauche du chromosome rentre d'abord dans la pré-tête, comme le 
montre l'expérience dans laquelle cette extrémité est seule à être 
empaquetée lorsque l'on cherche à empaqueter in vitro des frag- 
ments de restriction de l'ADN À. On ne sait pas si la coupure du 
site cos initial précède ou suit le début de l'empaquetage. Au 
moins in vitro, le processus exige cependant l'établissement d'une 
liaison entre des protéines de type histone, de £. coli, connues sous 
le nom de [HF (pour «intégration host factor », facteur d'inté- 
gration issu de l'hôte). IHF se lie spécifiquement à certaines 
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{a) 


FIGURE 33-37 Compactage de l'ADN double brin dans la tête du 
phage T7. (a) Image par cryo-ME d'une tête de phage T7 pleine 
d'ADNdb, vue selon une ligne allant du connectif tête-queue au centre de 
la particule, L'anneau extérieur, un peu plus épais, représente la capside 
protéique du phage, les neufs anneaux internes, dont l'espacement est de 
2,5 nm, représentent l'ADNdb en spirale, {Avec l’aimable autorisation de 
Alasdair Steven, NIH, Bethesda, Maryland.] (b) Dessin du modèle en 
couches concentriques dans lequel l'ADN est enroulé vers l'intérieur 
comme une pelote de ficelle autour de l'axe longitudinal du phage. 
[D'après Harrison, S.C., Z. Mol. Biol . 171, 579 (1983).] 


séquences d'ADN duplex, enveloppe celui-ci et l'oblige à se plier 
nettement (voir plus bas). 

L'empaquetage de l'ADNdb dans la tête d'un phage est une 
réaction défavorable à l'enthalpie comme à l'entropie, à cause de 
la rigidité de l'ADN duplex et de ses charges intramoléculaires qui 
se repoussent. La démonstration que l'empaquetage nécessite de 
l'ATP suggère nettement que l'ADN est pompé de manière active 
dans la tête du phage par la consommation d'ATP. L'injection de 
l'ADN | dans la bactérie hôte à partir d'un phage est certainement 
un processus dépendant de l'énergie libre accumulée dans l'ADN 


tion de 29. Le moteur de l'encapsidation de l'ADN du bactério- 
phage À fonctionne très probablement selon un mécanisme sem- 
blable, bien que 29 et ses proches parents soient les seuls phages 
connus ayant un ARNp. 

L'étape finale dans l'empaquetage est la reconnaissance et le 
clivage du site cos suivant sur le concatémère par la terminase 
(Fig. 33-35), peut-être avec l'aide de gpFI. Le phage À contient 
donc un segment unique d'ADN (au contraire d'autres phages, 
dont la capacité d'empaquetage est limitée par une coupure non 
spécifique dès que la capside est pleine ; elle contient alors un mor- 
ceau d'ADN d'une longueur un peu plus grande que celle du 
génome). En réalité, le système du À peut empaqueter avec succès 
un ADN dont la longueur varie de 75 à 105 % de celle de l'ADN 
du phage À sauvage, qui code les gènes accessoires, que l'on peut 
enlever et remplacer par d'autres séquences, ce qui a fait de À un 
vecteur de clonage très utilisé (Section 5-5B). 


d. Assemblage de la queue 

L'assemblage de la queue se fait indépendamment de celui de 
la tête (Fig. 33-28 et 33-36). Il commence par la mise en place de 
la fibre de 200 À de long, et se poursuit vers l'extrémité qui se 
reliera à la tête. Il s'agit d'une série de réactions ordonnées de 
manière stricte, en trois étapes (Fig. 33-36, à gauche): 


1. La mise en place d'un complexe d'initiation, qui sert de 
germe de fixation, nécessite l'activité de gp/ (la protéine de la fibre 
de la queue) et les produits des gènes Z, L, K, G, H et M, dans 
l'ordre. Parmi ceux-ci, deux seulement, gp et gpK ne sont pas des 
constituants de la queue mature. 

2. L'initiateur forme un germe de polymérisation de gpV, la 
protéine constitutive de la queue; celle-ci forme une pile de 32 
anneaux hexamériques. On pense que c'est gp} (853 résidus) qui 
limite la longueur de la queue en croissance, en s'allongeant dans 
le sens de sa longueur. Il semble que la longueur de la queue, chez 
À, soit déterminée d'une manière très semblable à celle de la lon- 
gueur de la capside hélicoïdale du TMV (Section 33-1B), à ceci 
près que chez le TMV, le facteur de régulation est une molécule 
d'ARN et non une protéine. 

3. Au cours du stade d'achèvement et de maturation de l’as- 
semblage de la queue, gpU se fixe sur la queue en croissance, 
l'empêchant de continuer à s’allonger. La queue est encore imma- 
ture ; elle a la même longueur qu'après maturation, et peut s'atta- 
cher à la tête. Toutefois, pour former les particules infectieuses, il 
faut que la queue immature soit activée par gpZ avant de se relier 
à la tête. 


La queue, une fois terminée, s'attache spontanément à une tête de 
phage mature pour former une particule infectieuse du virus | 
(Fig. 33-36, en bas). 


e. L'assemblage d’autres phages à ADN double brin 

ressemble à celui de À 

Les assemblages d’autres bactériophages à ADN double brin 
ont été étudiés en détail, en particulier ceux des coliphages T4 
(Fig. 33-le), T7 et P22). Ces phages ont un système d'assemblage 
très semblable à celui de À. Par exemple, les assemblages de la tête 
suivent des séquences de réactions ordonnées, à partir d'une étape 
d'initiation : l'assemblage de la pré-tête avec un échafaudage ; un 
empaquetage de l'ADN couplé à l'hydrolyse d'ATP avec un entas- 
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sement très serré de l'ADN et avec expansion de la pré-tête ; et 
finalement, stabilisation de l'ensemble. Les phages complets sont 
ensuite formés par la fixation des queues, assemblées à part, sur les 
têtes remplies d'ADN. 


C. Le mode lysogénique 


La lysogénie s'établit par l'intégration de l'ADN viral dans le 
chromosome de l'hôte ; elle s'accompagne d'une absence totale 
d'expression des gènes lyriques. Chez À, l'intégration a lieu grâce 
à un site spécifique de recombinaison; celle-ci ne diffère de la 
recombinaison générale (Section 30-6A) que par le fait qu'elle n'a 
lieu qu'entre les sites chomosomiques appelé artP sur le phage et 
attB sur la bactérie hôte (Fig. 33-40). Ces deux sites d'« attache- 
ment » ont une homologie de 15 pb (Fig. 33-41); on peut les repré- 
senter comme ayant des séquences POP” pour attP et BOB’ pour 


B O P’ 
attl 


FIGURE 33-40 Recombinaison à spécificité de site chez le bactério- 
phage À Schéma montrant : (1) la circularisation de l'ADN linéaire du 
phage À. par appariement des bases de ses extrémités complémentaires 
cos; où (2) l'intégration/excision de cet ADN dans/hors du chromosome 
de E. coli par une recombinaison spécifique entre les sites attP du phage 
et attB de la bactérie. Les régions colorées de manière foncée dans les 
sites art représentent les séquences simple brin identiques de 15 pb 
échangées par crossing-over (O), tandis que les régions plus claires sym- 
bolisent les séquences uniques de La bactérie (B et B°) et du phage (P et 
P”) avant l'échange. [D'après Landy, A. et Weisberg, R.A.. dans Hendrix, 
R.W., Roberts, LW., Stahl, E°W., et Weisberg, R.A. (Éds), Laminda II, 

p. 212, Cold Spring Harbor Laboratory (1983).] 
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c. Le répresseur de À stimule sa propre synthèse et 
réprime tous les autres gènes de À 
Des expériences de protection contre des agents chimiques et 
contre les nucléases indiquent que le répresseur de À, a des affini- 
tés intrinsèques pour les sites élémentaires de O}, dans l'ordre sui- 
vant (Fig. 33-47): 


On > Op > Ops 


En dépit de cette décroissance, O}, et O3, sont gamnis presqu'en 
même temps, parce que le répresseur de À, lié à O3, aïde à la liai- 


ARN polymérase 


(a) 


Peu 


PayEteint Op OR Op PREteiNt 


FIGURE 33-47 Liaison du répresseur de À aux trois sites élémen- 
taires de O,. (a) En l'absence du répresseur, l'ARN polymérase com- 
mence la transcription de manière intensive à partir de p, (à droite), et à 
un niveau plancher à partir de pyu. (b) Le répresseur a —10 fois plus d'af- 
finité pour 0}, que pour O4, où On. Le dimère du répresseur se lie donc 
d'abord à O4,, bloquant la transcription à partir de p4.(c) Un deuxième 
dimère du répresseur ne se lie à O4, qu'à des concentrations un peu plus 
élevées en répresseur, à cause des liaisons spécifiques entre les domaines 
C-terminaux des répresseurs voisins. Dans ces conditions, il stimule 
intensivement l'initiation de La transcription par l'ARN polymérase à par- 
tir de pyy (à gauche), (d) Aux concentrations élevées en répresseur, 
celui-ci se lie aussi à 0, ce qui bloque la transcription à partir de 

Peu Notez que bien que les Parties « et d soient dessinées avec des 
contacts entre les domaines C-terminaux de deux monomères seulement 
de répresseur de chacun des dimères, cette interaction peut se faire par 
des contacts entre les domaines C-terminaux des quatre monomères de 
répresseur. (D'après Piashne, M., A Genetic Switch (2° éd.), p. 23, Cell 


son d'un répresseur à O2, en associant leurs domaines C-termi- 
naux (Fig. 33-47c). On, et On, sont ainsi garnis même à faible 
concentration en répresseur de À, tandis que 0}, n'est garni qu'à 
des concentrations plus élevées. 

La liaison du répresseur de À, à O}, comme indiqué plus haut, 
empêche la transcription à partir de p, et stimule celle à partir de 
Pru Fig. 33-47c). A des concentrations plus élevées en répresseur 
de À, la transcription à partir de pu est cependant réprimée aussi 
(Fig. 33-474). Ces mécanismes ont été clairement démontrés à par- 
tir de la construction d'une série d'opérons hybrides qui ont per- 
mis d'étudier en fonction des conditions de régulation, les effets 
du répresseur de À sur un promoteur. Ce système expérimental a 
deux composantes (Fig. 33-48) : 


1. Un plasmide possédant le gène lac (codant le répresseur 
lac; Section 31-1 A) et la séquence opérateur-promoteur du gène 
lac fusionnée avec le gène c/. Cette construction permet de contrô- 
ler directement par variation de la concentration en IPTG, induc- 
teur de l'opéron lac, la quantité de répresseur de À produite (Sec- 
tion 31-1 A). 

2. Un prophage contenant O, et soit pyu, comme le montre la 
Fig. 33-48, soit p>, fusionnés avec le gène lacZ. La quantité de pro- 
duit formé par lacZ, la B- galactosidase, peut être mesurée préci- 
sément, et elle correspond à l'activité de pu, ou de py. 


Les expériences ainsi réalisées ont montré qu'à des concentrations 
intermédiaires de répresseur de À (lorsque ©, et O0}, sont alors 
occupés), la transcription à partir de p, est réprimée tandis que 


Le 
Répresseur de 


IPTG 


FIGURE 33-48 Système génétique utilisé pour étudier les effets du 
répresseur de À sur Pay La bactérie doit comporter deux opérons 
hybrides. Le premier (d gauche) est un plasmide contenant l'opérateur- 
promoteur de lac (Op) fusionné avec le gène À cf, de manière à fournir 
le répresseur cl. Le gène lacf, qui code le répresseur de lac, est incorporé 
au plasmide pour que le niveau de répresseur de À dans la bactérie, 
puisse être contrôlé par la concentration en inducteur de lac, l'IPTG, Le 
deuxième opéron (à droite) est porté par le prophage qui contient le pro- 
moteur pyu fusionné avec le gène lacZ. Le niveau de f-galactosidase 
(gplacZ) dans ces cellules, reflétera donc l'activité de pyss. En vue d'ex- 
périences semblables, le gène cro a été substitué par À c, eYou py,, a été 
remplacé par px. [D'après Ptashne, M., À Genetic Switch (2° éd.), p. 89, 
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—412. Les épidémies sont annuelles et parfois se transforment en 
pandémies graves infectant 20 à 40 % de la population mondiale, 
Ainsi, la pandémie de grippe de l’année 1918, la fameuse grippe 
espagnole, a tué 40 à 50 millions de personnes (des personnes sou- 
vent jeunes et en bonne santé auparavant, cela représentait presque 
2 % de la population mondiale de l'époque). Elle a été la pire pan- 
démie jamais enregistrée (elle a diminué l'espérance de vie de 
10 ans aux Etats-Unis). Depuis cette époque, il y a eu trois autres 
pandémies moins graves, la grippe dite « asiatique » en 1957, la 
grippe de Hong Kong en 1968 et la grippe russe en 1977 (les don- 
nées historiques nous permettent de supposer qu'il y a eu 12 pan- 
démies au cours des 400 dernières années). Ces pandémies sont 
liées à l'émergence d'une nouvelle souche de virus à laquelle la 
population humaine offre peu de résistance et contre laquelle les 
vaccins antigrippe préexistants sont inefficaces. De plus, pendant 
la période entre deux pandémies, l’antigénicité du virus grippal 
varie graduellement, ce qui abaisse aussi graduellement la résis- 
tance immunitaire à de nouvelles infections. Même durant les 
années où il n'y a pas de pandémie, le virus de la grippe est res- 
ponsable de la mort d'un demi million à un million de personne, 
principalement des personnes âgées, il s'agit d'une des dix causes 
majeures de mortalité aux États-Unis. Quelles sont les caractéris- 
tiques de ce virus qui lui permettent d'échapper aux défenses 
immunitaires ? Le problème est exposé dans cette section qui 
décrit aussi la structure et le cycle biologique du virus. 


A. Structure et cycle biologique du virus 


Des micrographies électroniques du virus de la grippe (Fig. 33-15) 
montrent une variété de particules subsphériques d'environ 
100 nm de diamètre, dont les surfaces sont abondamment ponc- 
tuées de protubérences radiales appelées spicules. Le virion se 
forme par bourgeonnement de la membrane plasmique de la cel- 
lule infectée (Fig. 33-54); c'est un virus enveloppé. Son enve- 
loppe extérieure est constituée par une bicouche lipidique d'ori- 
gine cellulaire, percée par des glycoprotéines intrinsèques à la 
membrane cellulaire spécifiées par le virus, appelées les « spi- 
cules ». I] y a deux types de spicules (Fig. 33-55) : 


1. Un type en forme de bâtonnet composé d’hémagglutinine 
(HA), appelée ainsi car elle agglutine les érythrocytes. HA inter- 
vient dans la reconnaissance cellulaire par le virus, en se liant spé- 
cifiquement à des récepteurs de la surface cellulaire (la glycopho- 
rine À, dans les érythrocytes ; Section 12-3A) qui se terminent par 
des résidus N-acétyIneuraminique (acide sialique:; Fig. 11-11). 
Chaque virion porte -500 copies de HA. 

2. Un type en forme de chapeau de champignon fait de neu- 
raminidase (NA), catalysant l'hydrolyse de la jonction entre un 
résidu terminal d'acide sialique avec un résidu D-galactose ou D- 
galactosamine, Il est probable que NA facilite le déplacement du 
virus, d'abord vers le site d'infection, ensuite à travers la mucine 
(mucus), et qu'il empêche l'agrégation du virus, Chaque virion 
comporte —-100 copies de NA. 

L'enveloppe externe contient en outre de petites quantités de pro- 
téine de matrice 2 (M2). 


Juste sous l'enveloppe virale se trouve une couche protéique de 
6 nm d'épaisseur, composée d'environ 3000 copies de la protéine 


matrinloile (M) lo nue olhnndants Ane nmantlinas virales AA! 


interagit avec la protéine d'exportation nucléaire [NEP : ancien- 
nement appelée protéine non structurale 2 (NS2)]. 

Le génome du virus de la grippe est particulier par le fait qu'il 
contient 8 segments d'ARN simple brin de tailles différentes, Ces 
molécules d'ARN sont les chaînes (-); elles sont donc complé- 
mentaires des ARNm du virus. Ces ARN se trouvent au centre de 
la particule virale, complexés avec 4 protéines différentes : la pro- 


FIGURE 33-54 Micrographie électronique de virus de la grippe, 
bourgeonnant à partir de cellules infectées d'embryons de poulet. 
[De Sanders, EK., The Growth of Viruses, p. 15, Oxford University Press 
(1975).] 


ARN 
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FIGURE 33-55 Diagramme en coupe d’un virion de la grippe. Les 
spicules HA et NA sont enfoncés dans une bicouche lipidique qui forme 
l'enveloppe extérieure du virus, La protéine matricielle MI tapisse le côté 
intérieur de cette membrane. La cavité du virus contient les huit seg- 
ments d'ARN simple brin que comprend le génome viral, complexés 
avec les protéines NP, PA, PBI et PB2, formant des structures hélicoï- 
dales appelées nucléocapsides, [D'après Kaplan, M.M., et Webster, R.G., 
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des queues poly(A). Les ARNc servent ensuite de matrice pour 
synthétiser l'ARNv. L'ARNdb produit devrait normalement 
induire un état antiviral activé par l'interféron dans la cellule infec- 
tée (Section 32-4A), mais NS] est un antagoniste d'interféron et 
permet donc la prolifération virale. 

Le complexe de transcription du virus de la grippe est un tri- 
mère composé de PB1, PB2 et PA, qui se fixe à la matrice ARN en 
même temps que NP. PBI est la polymérase qui catalyse l'initia- 
tion et l’élongation du transcrit ARN. PB2 se fixe à la coiffe en 5° 
des ARNm cellulaires, mais la fonction endonucléase qui détache 
les amorces coiffées de ces ARNm semble portée par PBI. Des 
expériences de mutagenèse montrent que PA est nécessaire pour la 


(a) Hémagglutinine (HA) Neuraminidase (NA) 


FIGURE 33-57 Bourgeonnement du virus de la grippe à partir de la 
membrane de la cellule hôte, (a) Des glycoprotéines HA et NA s'insè- 
rent dans la membrane plasmique de la cellule hôte et la protéine matri- 
cielle, M1, forme la coque contenant les nucléocapsides, (b) La linison de 
la protéine matricielle aux domaines cytoplasmiques de HA et NA 
entraîne un rapprochement de ces glycoprotéines qui exclue les protéines 
membranaires cellulaires (flèches). (c) Ce processus conduit la membrane 
cellulaire à envelopper la coque de protéines matricielles pour former un 
bourgeon qui devient le virion mature, après son excision de la mem- 
brane cellulaire. (D'après Wiley, D.C., Wilson, LA., et Skchel, J.J., dans 
Jurnak, F.A., et McPherson, A. (Éds), Biological Macromolecules and 


synthèse d'ARNv, mais qu'elle n'a aucun rôle dans la synthèse 
d'ARNm; son rôle dans la synthèse d'ARNv reste mal compris. 
La présence abondante de NP suggère qu'elle joue un rôle struc- 
tural dans la nucléocapside, bien qu’elle soit impliquée aussi dans 
le processus d’antiterminaison, rendu nécessaire pour synthétiser 
les ARNc plutôt que les ARNv. 

Le mécanisme d'assemblage du virus de la grippe n'est pas 
encore très bien connu. Les glycoprotéines en spicules, HA et NA, 
sont synthétisées sur les ribosomes du réticulum endoplasmique 
rugueux, elles continuent leur maturation dans l'appareil de Golgi 
(Section 12-4B), puis sont transportées, probablement via des vési- 
cules recouvertes de clathrine, en des sites spécifiques de la mem- 
brane plasmique contenant des radeaux lipidiques (Sec- 
tion 12-4D). Elles s'y agrègent en nombre suffisant pour exclure 
les protéines de l'hôte (Fig. 33-57a et b). Dans le noyau, les ARNv 
se combinent avec PA, PBI et PB2 pour former les nucléocap- 
sides, qui interagissent ensuite avec la protéine MI. La protéine 
d'exportation nucléaire (NEP), comme son nom l'indique, assure 
la sortie des nucléocapsides hors du noyau, aidée en cela par MI 
et un facteur cellulaire d'exportation nucléaire. M1 forme alors 
une coque enfermant les nucléocapsides qui se lie à HA et NA du 
côté interne de la membrane plasmique (Fig. 33-57b). Cette liai- 
son entraîne l’ensemble à former un bourgeon à la surface cellu- 
laire, ce qui libérera le virion mature (Fig. 33-57c). Le cycle com- 
plet prend de -8 à 12 h. 

Une des étapes inconnues de l'assemblage du virus de la 
grippe, est la manière dont chaque virion intègre un ensemble 
complet des huit ARNv. Il n'y a pas d'élément montrant que les 
nucléocapsides néoformées soient reliées physiquement entre 
elles. Au contraire, la réassociation de segments génomiques peut 
être obtenue à fréquence élevée, en réalisant une coinfection avec 
plusieurs variants du virus. On a donc suggéré que les nucléocap- 
sides seraient sélectionnées au hasard et que chaque virion 
contiendrait néanmoins des effectifs suffisants d'ARNv pour 
garantir une probabilité élevée d'infectivité à chaque particule. 
Cette hypothèse est en accord avec l’observation d’une infectivité 
accrue des agrégats de virus de la grippe, résultant sans doute de 
la complémentation entre différents ARNv, L'hypothèse alternative 
est que les huit ARNv seraient sélectionnés de manière ordonnée ; 
cette dernière hypothèse est soutenue par l'analyse des virus 
matures, qui, au contraire des cellules infectées, contiennent une 
quantité pratiquement équimolaire de chaque ARNv. 


B. Mécanisme de la variation antigénique 


Les virus de la grippe sont groupés en trois types immunologiques, 
A, B et C, selon les propriétés antigéniques des nucléoprotéines et 
des protéines de la matrice. Le virus de type A est responsable de 
toutes les grandes pandémies chez l’homme ; il a donc été plus 
étudié que les virus de types B et C. Les virus de types B et C 
infectent essentiellement les êtres humains, alors que le virus de 
type À infecte différentes espèces parmi les mammifères ou les 
oiseaux, en plus de l'homme. On pense, en effet, que des oiseaux 
migrateurs (et plus récemment les avions de ligne) sont les princi- 
paux vecteurs des virus de type À de la grippe. La spécificité d’une 
souche particulière de virus pour une espèce donnée provient sans 

doute de la liaison spécifique des motifs HA avec des glycolipides 
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2. Un domaine intrinsèque hydrophobe de 24 à 28 résidus 
transmembranaire, assez proche de l'extrémité C-terminale. 

3. Un domaine hydrophile qui se trouve du côté interne de la 
membrane, formé par les 10 résidus C-terminaux de la protéine. 


HA est synthétisée sous forme d'un seul polypeptide appelé HAO 
qui est clivé après la traduction, par des protéases secrétées par 
l'hôte. Il y a excision du résidu Arg 329 et formation de deux 
chaînes HA, et HA2, réunies par une liaison disulfure. Ce clivage 
n'affecte pas l’affinité de HA pour le récepteur mais il est néces- 
saire à la fusion du virus avec la cellule hôte et il active ainsi l'in- 
fectivité du virus (voir ci-après). En effet, la capacité de cliver HA 
est un des principaux facteurs de virulence des virus de la grippe. 

HA peut être extraite du virion par traitement détergent mais 
la protéine ainsi préparée n'a pas pu être cristallisée. Cependant, 
le traitement de HA provenant d'un virus de type Hong Kong 


(a) 


FIGURE 33-59 Structure par rayons X de l'hemagglutinine de virus 
de la grippe. (a) Le squelette polypeptidique du monomère est dessiné 
comme un ruban. HAÏ est en vert et HA2 en bleu. (b) Diagramme à par- 
ur d'un autre point de vue qu'en a mais avec les mêmes couleurs. Les 
petits groupes de deux cercles en plein, reliés entre eux, représentent les 
ponts disulfure. Les positions des résidus mutés aux quatre sites antigé- 
niques sont indiquées par des cercles, des carrés, des triangles et des 


HA1 N 


(H3; les sous-types de virus de la grippe prennent le nom de 
l'endroit où ils ont été découverts) avec la bromélaïne, protéase 
extraite de l'ananas, qui clive le polypeptide 9 résidus avant le 
segment transmembranaire, libère une protéine soluble dans l'eau 
appelée BHA, qui a pu être cristallisée, L'analyse par rayons X, 
faite par John Skehel et Don Wiley, a révélé une structure très 
inhabituelle (Fig. 33-59). Le monomère est formé d’une longue 
tige fibreuse, qui s'étend à partir de la surface membranaire, sur 
laquelle est accrochée une région globulaire, La fibre est formée 
par des segments de HAI et HA2; elle possède aussi une hélice 
a, remarquable par ses 76 À de longueur et ses 53 résidus sur 
14 tours. La région globulaire ne comprend que des résidus 
HAI: elle comprend un feuillet B de huit brins antiparallèles 
(une sorte de tonneau en forme de biscuit roulé; Section 8-3B), 
qui forment une sorte de poche pour la liaison avec l'acide sia- 
lique. 


mutation est neutre sur le plan antigénique. Noter la position de la poche 
de liaison à l'acide sialique. (c) Diagramme en ruban du trimère de 

HA. Chaque chaîne HAI, et HA2, est de couleur différente. L'orientation 
des molécules HA1 verte et HA2 bleu clair est la même que dans la Par- 
tie a. [Parties a et c, fournies aimablement par Michael Carson, Univer- 
sité de l’Alabama à Birmingham ; Partie b d'après un dessin de Hidde 
Ploegh, dans Wilson, LA., Skehel, 1.J., et Wiley, D.C., Nature 289, 366 
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L'interaction importante créant la stabilité de la structure tri- 
mérique du BHA est la torsade d'hélices à trois chaînes formée des 
hélices a de 76 À de chaque sous-unité (Fig. 33-59 c). Le trimère 
BHA est ainsi une molécule allongée, de 135 À environ, de sec- 
tion transversale triangulaire, dont le rayon varie de 15 à 40 À. Les 
chaînes glucidiques sont attachées à chacune des sous-unités par 
des liaisons N-glycosidiques, à chacune des sept séquences Asn- 
X-Thr/Ser (Section 11-3C) ; elles sont presque entièrement locali- 
sées le long des surfaces latérales du trimère. Le rôle des glucides 
n'est pas très clair, bien qu'ils couvrent environ 20 % de la surface 
de la protéine. Cependant, la formation par mutation de nouveaux 
sites d’attachement pour les oligosaccharides, bloque la liaison des 
anticorps avec HA ; ceci suggère que les glucides modulent l'anti- 
génicité de HA. 


c. La variation antigénique est due à des modifications de 
résidus situés en surface 


Les sites antigéniques de HA ont été identifiés en cartogra- 
phiant les changements de la séquence de HA sur la structure tri- 
dimensionnelle de la protéine. Les résidus de HA qui ont muté de 
façon significative dans le virus de Hong Kong au cours de la 
période de 1968 à 1977, sont indiqués sur la Fig. 33-59b. Ces rési- 
dus sont tous à la surface de la protéine, souvent dans des boucles 
polypeptidiques, où leur variation par mutation change les pro- 
priétés de surface de la protéine, sans doute sans modifier la sta- 
bilité de la structure globale. Les résidus variables sont groupés 
en quatre sites entourant la poche réceptrice de HA, celle-ci est 
formée de résidus d'acides aminés, qui sont très conservés dans 
les nombreuses souches de virus grippal. Les souches responsables 
de la grande épidémie de grippe entre 1968 et 1975 portent au 
moins une mutation à chacun de ces 4 sites antigéniques. Une telle 
fréquence de variation permet de réinfecter avec succès des indi- 
vidus infectés auparavant par le même type de virus. Il est clair que 
les anticorps dirigés même contre des résidus conservés dans la 
poche de HA, fixant le récepteur, sont rendus inopérants à cause 
de variations antigéniques produites dans leur environnement 
(les interactions anticorps-antigènes sont étudiées dans la Sec- 
tion 35-2B), 


d. NA est une glycoprotéine transmembranaire 

tétramérique 

La neuraminidase (NA) du virus de la grippe est une glyco- 
protéine tétramérique de sous-unités identiques de 469 résidus. 
Elle a une tête globulaire en forme de boîte fixée à un filament 
allongé ancré à l'enveloppe virale, Une digestion par la pronase 
clive NA avant le résidu 74 ou le résidu 77, après le site d'at- 
tachement à la membrane, laissant intacte l'activité enzymatique 
de la protéine tout en la rendant cristallisable. La structure de 
cette protéine par rayons X (Fig. 33-60), déterminée par Peter 
Colman et Graeme Laver, montre qu'elle a une symétrie d'ordre 
quatre. Chaque monomère se compose de six feuillets f, de 
quatre brins antiparallèles, topologiquement identiques, arrangés 
comme les pales d’une hélice d'avion. Cette hélice B rappelle la 
structure de la turbine B à 7 pales de la chaîne lourde de la cla- 
thrine (Fig. 12-56b) ou de la sous-unité G4 des protéine G (Fig. 
19-18b). Des résidus glucidiques sont liés à la protéine NA sur 
quatre de ses cinq sites de N-glycosylation potentiels Asn-X- 
Ser/Thr. 
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Le site se liant à l'acide sialique est localisé dans la grande 
poche au sommet de chaque monomère (représenté par l'étoile sur 
le côté supérieur droit de la sous-unité, dans la Fig. 33-60). Le 
résidu d'acide sialique interagit via un réseau dense de liaisons 
hydrogène, dû au maintien de 16 résidus polaires dans toutes les 
séquences connues de NA (au contraire de HA, qui n’a que 2 rési- 
dus polaires dans son site de liaison à l'acide sialique). Les chan- 
gements de séquence se situent chez les variants de NA dans 7 seg- 
ments enchaînés formant une surface presque continue et 
encerclant le site catalytique (les sites sont représentés par des car- 
rés dans la sous-unité en bas à droite sur la Fig. 33-60) comme 
dans le cas du site de HA se liant au récepteur. Entre 1968 et 1975, 
on a trouvé le même nombre de changements de résidus chez NA 
que chez HA, dans la zone présomptive des déterminants antigé- 
niques. Les anticorps contre NA ne neutralisent pourtant pas l'in- 
fectivité ; ils réduisent plutôt le nombre élevé de cycles de réplica- 
tion virale, ce qui atténue probablement la gravité de la maladie. 

La découverte que la structure du site catalytique de NA ne 
dépend pas de la souche ainsi que la connaissance de la structure 
par rayons X de NA complexée avec l'acide sialique ont conduit à 
la conception d'inhibiteurs de NA efficaces du point de vue médi- 
cal (La conception de médicament assistée par ordinateur (drug 
design; est étudiée dans la Section 15-4). Le Zanamivir (nom 
commercial, Relenza), 
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mime la structure d’un acide sialique. C’est un puissant inhibiteur 
de NA (K, = 0,1 nm), et un agent antiviral efficace, aussi bien en 
culture de tissus, qu’administré par voie orale. L'utilisation de 
zanamivir n'empêche pas l'infection par le virus de la grippe, mais 
lorsqu'on l'administre dans les deux jours qui suivent l'apparition 
des symptômes de la grippe, il diminue nettement la longueur et la 
gravité de ces symptômes. Il réduit aussi les cas d'infections bac- 
tériennes secondaires. 


C. Mécanisme de la fusion avec la membrane 


Une infection par le virus de la grippe commence par la liaison 
de HA à son récepteur à la surface de la cellule. Le virus lié est 
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1 M Le virus de la mosaique du tabac Les virus sont des enti- 
tés moléculaires complexes qui expriment un certain nombre des pro- 
pnétés des systèmes vivants. On a donc utilisé leurs propriétés struc- 
turales et génétiques comme modèles pour comprendre l'organisation 
des fonctions analogues des cellules. Le virion de la mosaïque du tabac 
(TMV) se compose d’une capside de sous-unités protéiques identiques 
et donc topologiquement presque équivalentes, disposées en hélice et 
entourant un ARN simple brin, enroulé de manière coaxiale avec elle. 
Les études du TMV par rayons X montrent que cet ARN est attaché à 
raison de trois nucléotides par sous-unité, entre les sous-unités de l'hé- 
lice protéique. En l'absence d'ARN du TM, les sous-unités s'agrè- 
gent à force ionique élevée, pour former des doubles disques, et à force 
ionique faible pour former des protohélices, qui s'empilent en bâton- 
nets hélicoïdaux, dans des conditions acides. La boucle polypeptidique 
qui se trouve à l’intérieur du virus n'est pas disposée de manière 
ordonnée, ni dans les disques ni dans la protohélice. L'assemblage du 
virus commence dès qu'une protohélice (mais peut-être aussi un 
double disque) se lie à la séquence d'initiation de l'ARN du TM, qui 
se trouve à -1000 nucléotides de l'extrémité 3° de l'ARN. Ce sont les 
interactions entre l'ARN et la protohélice qui déclenchent l'ordonnan- 
cement des boucles, ce qui convertit la protohélice en forme hélicoï- 
dale, L'élongation de la particule virale se poursuit ensuite par l'addi- 
tion, successive, de protohélices ou de disques à l'extrémité du 
système, de façon à pousser l'extrémité 5° de l'ARN à travers la 
lumière centrale de l'hélice virale en train de croître. 


2 M Les virus sphériques Les capsides virales sont formées 
avec un seul ou très peu de types de sous-unités de protéine de cap- 
side. Celles-ci doivent être arrangées soit en hélices comme dans le 
TM, soit de manière quasi-équivalente dans une coque polyédrique, 
qui renfermera l'acide nucléique. Les protéines de capside de nom- 
breux virus sphériques sont arrangées en icosadeltaèdres de 607 uni- 
tés, où 7 est le nombre de triangulation. La protéine de capside du 
virus du rabougrissement buissonneux de La tomate (TBSV) est dispo- 
sée selon un icosadeltaèdre de T = 3, de telle façon que chaque sous- 
unité puisse occuper trois positions, distinctes mais symétriques. Les 
sous-unités doivent donc s'associer selon des types de contacts entre 
elles qui ne sont pas identiques. Quelques domaines R forment une 
couche interne désordonnée du point de vue structural. L'ARN viral 
est fortement tassé avec les domaines R restants, dans l'espace laissé 
entre les couches protéiques interne et externe. D'autres virus sphé- 
riques de plantes, le SBMYV (virus de la mosaïque du haricot méridio- 
nal) et le STMV (virus satellite du virus de la mosaïque du tabac}, pos- 
sèdent des structures tertiaire et quaternaire nettement apparentées à 
celles du TBSV. L'ARN simple brin du STMV s'avère former une 
série de structures en tiges-boucles avec la capside virale. Les pro- 
téines VP1, VP2 et VP3, de structure similaire et formant la capside du 
poliovirus, du rhinovirus et du virus de la fièvre aphteuse (FMDV) sont 
aussi disposées en icosaèdre, Cependant, la capside du virus simien 40 
(SV40) est formée de 72 pentagones de sous-unités identiques, dans 
deux positions différentes, qui sont associées l'une à l’autre par des 
arrangements différents, de leurs bras C-terminaux, ce qui forme une 
structure non icosadeltaédrique. Bien que les protéines de capside de 
la plupart des virus sphériques soient constituées surtout par des ton- 
neaux f de 8 brins antiparallèles, celle du bactériophage MS2, virion 
de T = 3, n'a pas de structure apparentée. Parmi les grands virus sphé- 
riques de structure connue, citons : premièrement le virus de la fièvre 
catarrhale du mouton (BTV), qui a une coque externe de T = 13 et une 
coque interne T = 2 enveloppant son génome d'ARNdb en grande par- 
tie visible, deuxièmement le virus de la chlorelle de Paramecium bur- 
saria de type 1 (PBCV-1), de T = 169 et dont la coque externe est com- 
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3 M Le bactériophage À Le cycle lytique du bactériophage À 
dans E. coli, est contrôlé par des synthèses séquentielles d’antitermi- 
nateurs, qui inhibent à la fois les terminateurs de la transcription, rho- 
indépendants et rho-dépendants. Ainsi, gpW, qui est synthétisé préco- 
cement, permet la synthèse de gpQ, au cours de la phase intermédiaire. 
£pQ. à son tour, permet la synthèse des protéines de capside au cours 
de la phase tardive. La transcription des gènes précoces est réprimée 
pendant la phase intermédiaire par la protéine Cro. La réplication de 
l'ADN commence en phase précoce : elle est assurée par le système de 
réplication de l'ADN de l'hôte, avec l'aide des protéines du phage gpO 
et gpP. La synthèse de l'ADN se déroule d’abord à la fois selon les 
modes en 8 et en cercle roulant (6) mais elle bascule ensuite totale- 
ment vers le mode en cercle roulant. 

Les têtes et les queues du virion de À sont assemblées séparément. 
L'assemblage de la tête suit un processus complexe, nécessitant la par- 
ticipation de nombreux produits géniques du phage, dont certains ne 
constitueront pas le virion. Les têtes de phages ne se font pas par auto- 
assemblage, en ce sens que leur formation est gouvernée par des cha- 
perones de l'hôte, et par une protéine virale constituant un échafau- 
dage, et qu'elle nécessite plusieurs réactions de modification des 
protéines catalysées par des enzymes. La tête mature du phage est un 
icosadeltaèdre de T = 7 de gpE, ornementé par un nombre égal de 
sous-unités gpD. Tout juste avant le stade ultime de l'assemblage, la 
tête du phage est remplie par l'ADN linéaire double brin, au prix de 
l'hydrolyse d'ATP. L'ADN encapsidé est enroulé comme une pelote de 
l'extérieur vers l'intérieur. L'assemblage de la queue se fait par étapes, 
à partir de la fibre de la queue jusqu'à l'extrémité qui se liera avec la 
tête. Le fourreau de la queue se forme par empilement d'anneaux 
hexamériques de gpV. Les têtes et les queues, une fois terminées, se 
rejoignent spontanément pour former les virions matures. 

La lysogénie s'établit par une recombinaison spécifique entre le 
site attP du phage et les sites attB de la bactérie, catalysée par l'inté- 
grase (gpint) du phage et le facteur d'intégration (IHF) de l'hôte. L'in- 
duction, due au processus inverse, nécessite en plus l’action de l'exci- 
sionase (gnris) du phage. La lysogénie est stabilisée par un niveau 
élevé de gpc/f, qui stimule la transcription de int et du gène c/, codant 
le répresseur de 1. Le répresseur, comme le fait Cro, se lie aux opéra- 
teurs O, et OL, pour faire cesser toute transcription des gènes précoces, 
y compris celle de cro et de c/1. Les deux protéines sont dimériques et 
contiennent, comme d'autres répresseurs, dont la structure est connue, 
deux unités hélice-boucle-hélice (HTH), placées d'une manière symé- 
trique, qui se lient au grand sillon de l'ADN-B, au niveau de deux 
tours successifs, Le répresseur de À, au contraire de Cro, induit sa 
propre synthèse à partir du promoteur p4,,en se liant à O4. pour inter- 
agir avec l'ARN polymérase., L'induction de la synthèse du répresseur 
bascule donc la commutation génétique en faveur du maintien du 
phage à l'état lysogénique, pour plusieurs générations bactériennes. 
Cependant, s'il y a une lésion dans l'ADN de l'hôte, celle-ci stimule 
la protéine RecA de l'hôte pour aboutir au clivage du répresseur de À, 
ce qui détache celui-ci de O, et de O4 La synthèse des produits des 
gènes précoces est alors possible, y compris celle de gpinr,et de gpxis 
à partir de p, et de p, : c'est l'induction. Si une quantité suffisante de 
protéine Cro est synthétisée pour réprimer la synthèse du répresseur, 
le phage est engagé sans retour dans le cycle lytique, pour au moins 
une génération. L'arrangement en trois parties de O,, le site de la com- 
mutation chez À, ainsi que la nature coopérative de la liaison du 
répresseur à O4. donnent à la commutation du À, une sensibilité 
remarquable vis-à-vis de l'état de santé de l'hôte. 

4 B Le virus de la grippe La membrane qui enveloppe le virion 
de La grippe est hérissée de protéines en forme de spicules, qui sont 
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neuraminidase (NA), qui facilite l'entrée du virus au point d'infection. 
À l'intérieur de la membrane, il y a une couche de protéines matri- 
cielles qui entoure la nucléocapside, contenant les huit ARN simple 
brin du génome du virus, chacun d'entre eux étant complexé, à part, 
avec des protéines. Ces ARNv sont les matrices pour la transcription 
des ARNm, catalysée par les protéines de la nucléocapside. Ce pro- 
cessus est amorcé par des fragments d'ARNm de l'hôte coiffés de 
7-méthylG. Les ARNm viraux ont des queues poly(A) mais n'ont pas 
les séquences complémentaires des extrémités 5’ des ARNv. Cepen- 
dant, les ARNv sont aussi les matrices pour la transcription d'ARNc 
qui, à leur tour, servent de matrice pour la synthèse d'ARNv. Le virus 
est assemblé juste sous la membrane plasmique, et se forme par bour- 
geonnement vers l'extérieur de la surface cellulaire, 

Le virus de la grippe peut infecter différents mammifères en plus de 
l'homme, et aussi de nombreux oiseaux. La principale responsable des 
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sous-types de virus de la grippe est la variation du caractère antigé- 
nique de HA. Ces variations résultent soit d'un changement total de 
l'antigène. le gène HA d'un virus animal remplaçant celui d'un virus 
humain, soit d'une dérive antigénique, qui résulte d'une suite de muta- 
tions ponctuelles dans le gène HA, NA peut varier d'une manière sem- 
blable. HA est une glycoprotéine allongée et trimérique. Sa surface a 
quatre sites antigéniques entourant une poche où se lie l'acide sia- 
lique : c'est dans cette poche que tous les virus qui ont causé les épi- 
démies les plus graves de la grippe entre 1968 et 1975, ont muté au 
moins une fois. NA est une glycoprotéine tétramérique en forme de 
champignon à chapeau, Ses variations antigéniques ont lieu sur une 
surface qui entoure aussi son site actif, HA catalyse la fusion entre la 
membrane du virus et celle de l'endosome en opérant un changement 
de conformation important, qui déplace les peptides de fusion vers la 
membrane endosomiale dans laquelle ils s’insèrent. 
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Comment un œuf fécondé donne-t-il naissance à un organisme 
multicellulaire hautement différencié ? Cette question n'est bien 
sûr, que la version sophistiquée de celle que tout enfant a un jour 
posée : d'où est-ce que je viens ? Les biologistes ont essayé d'y 
répondre dès la fin du 19 siècle, et depuis, ont assemblé une 
somme impressionnante de connaissances concernant les grandes 
lignes de la différenciation cellulaire et du développement d'un 
organisme. Cependant nous n'avons acquis les moyens techniques 
d'étudier l'embryologie au niveau moléculaire qu'au cours des 
30 dernières années. 

Afin de comprendre la différenciation cellulaire, nous devons 
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L'expression des 
gènes eucaryotiques 


Les cellules des eucaryotes sont, pour la plupart d’entre elles, plus 
grandes et de loin plus complexes que les cellules des procaryotes 
(Section 1-2). Cependant, la différence fondamentale entre ces 
deux types de cellules réside dans le fait que les cellules des euca- 
ryotes ont une membrane nucléaire qui sépare leurs chromosomes 
de leur cytoplasme, découplant ainsi le processus de la transcrip- 
tion de celui de la traduction. À l'inverse, le chromosome des cel- 
lules des procaryotes est noyé dans le cytoplasme, permettant l'ini- 
tiation de la synthèse des protéines sur les ARNm en cours de 
transcription. Les processus du contrôle de la transcription et de la 
traduction chez les eucaryotes sont donc fondamentalement diffé- 
rents de ceux des procaryotes. Cette situation est illustrée à la fois 
par le compactage et l’organisation des gènes de l'ADN eucaryo- 
tique en comparaison de celui des procaryotes. Nous commence- 
rons donc ce chapitre par une description de l'anatomie du chro- 
mosome eucaryotique. Ensuite, nous examinerons comment le 
génome eucaryotique est organisé et comment il est exprimé. 
Enfin, nous étudierons la différenciation cellulaire et son aberra- 
tion, le cancer, nous verrons comment le cycle cellulaire est 
contrôlé, et enfin nous étudierons la mort cellulaire programmée. 
Sur tous ces points, nous verrons que notre connaissance est 
encore assez fragmentaire, Cependant, la biologie moléculaire des 
eucaryotes fait l’objet d'études minutieuses et des avancées impor- 
tantes dans sa compréhension sont faites presque quotidiennement. 
Ainsi, plus peut-être que pour d’autres sujets étudiés dans ce livre, 
il est important que le lecteur complète le contenu de ce chapitre 
par des publications biochimiques récentes. 


1 M STRUCTURE DES CHROMOSOMES 


Les chromosomes des eucaryotes, formés d'un complexe d'ADN, 
d'ARN et de protéines appelé chromatine, sont des entités dyna- 
miques dont l'état varie énormément en fonction de la phase du 
cycle cellulaire. Les chromosomes individuels ne prennent leur 
forme familière condensée (Fig. 1-18 et 34-1) que pendant la divi- 
sion cellulaire (phase M du cycle cellulaire ; Section 30-4A). Pen- 
dant l’interphase, le reste du cycle cellulaire, quand l'ADN chro- 
mosomique est transcrit et dupliqué, les chromosomes de la 
plupart des cellules sont alors si diffus qu'ils ne peuvent pas être 
discernés individuellement (Fig. 34-2). Les cytologistes ont distin- 
gué depuis longtemps deux sortes de chromatine dispersée : une 
variété moins dense appelée euchromatine et une variété plus 
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FIGURE 34-1 Micrographie électronique d'un chromosome humain 

en métaphase. 11 comporte deux chromatides sœurs (identiques) assem- 

blées au niveau de leurs centromères (la partie rétrécie du coté de l'extré 
mité gauche du chromosome). [Avec la permission de Gunther Bahr, Ins- 
titut de Pathologie des forces armées. | 


FIGURE 84-2 Coupe mince à travers un noyau cellulaire traité avec 
le réactif de Feulgen (qui réagit avec l'ADN en donnant une colorx- 
tion rouge intense), L'hétérochromatine apparaît en foncé près du 
nucléole et dé la membrane nucléaire. Le matériel plus clair correspond à 
Veuchrommtine. [Avec la permission de Edmond Puvion, CNRS, France.] 


Section 34-1, Structure des chromosomes 1423 


sortes de chromatine diffèrent, comme nous le verrons ; l'euchro- 
matine est exprimée génétiquement, tandis que l'hétérochromatine 
ne l'est pas. 

Les 46 chromosomes d'une cellule humaine contiennent cha- 
cunde 44 à 246 millions de paires de bases, de sorte que leurs 
ADN, qui sont continus (Section 5-3D), ont des longueurs de 1,5 
à8,4 cm (3,4 À/pb). Néanmoins, en métaphase, où ils sont le plus 
condensé (Fig. 34-1), ces chromosomes atteignent une longueur de 
1,3 à 10 pm. L'ADN chromosomique a donc un rapport de com- 
pactage (rapport de sa longueur à sa taille apparente) supérieur à 
8000. Comment l'ADN parvient-il à un tel degré de condensation 
dans la chromatine ? Des études structurales ont révélé qu'il existe 
trois niveaux de repliement. Nous étudierons ces niveaux plus loin, 
en débutant par le niveau inférieur. Nous commençons, cependant, 
par étudier les protéines responsables de la plupart de ces types de 
repliement. 


A. Les histones 


Le composant protéique de la chromatine, qui représente plus de 
la moitié environ de sa masse, est constitué principalement d'his- 
tones, qui ont été découvertes en 1884 par Albrecht Kossel, et dont 
on a cru pendant de nombreuses années qu'elles étaient, en fait, le 
matériel génétique. Ces protéines sont réparties en cinq classes 
principales, les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4, toutes ayant 
une large proportion de résidus chargés positivement (Arg et Lys: 
Tableau 34-1). Ces protéines établissent donc des liaisons de type 
ionique avec les groupements phosphates de l'ADN chargés néga- 
tivement, En effet, les histones peuvent être extraites de la chro- 
matine par du NaC1 0,5 M, une solution saline de concentration 
suffisante pour perturber ces interactions électrostatiques. 


a. Les histones sont conservées au cours de l’évolution 

Les séquences en acides aminés des histones H2A, H2B, H3 et 
H4 ont une stabilité remarquable du point de vue de l'évolution 
(Tableau 34-1). Par exemple, les histones H4 des bovins et du 
petit-pois, espèces qui ont divergé il y a 1,2 milliard d'années, ne 
diffèrent que par deux changements de résidus (Fig. 34-3), ce qui 
fait de l'histone H4 la plus conservée des protéines connues (Sec- 
tion 7-3B). Une telle stabilité au cours de l'évolution implique que 
ces quatre histones ont des fonctions essentielles pour lesquelles 
leurs structures sont si bien adaptées qu'elles ne tolèrent aucun 
changement. La cinquième histone, l'histone H1, varie plus que les 
autres histones ; nous verrons plus loin que son rôle diffère de celui 
des autres histones. 


TABLEAU 34-1 Histones de thymus de veau 
Nombre de 
Histone résidus Masse (kD) 
HI 215 23.0 
H2A 129 14,0 
H2B 125 13,8 
H3 135 15,3 
H4 102 11,3 


UEP" 

% Ar % Lys (X 107* année) 
l 29 ñ 
9 11 60 
6 16 60 
53 10 330 
14 [El 600 


#Unité de période évolutive (a nit cvolutionary periode) : Temps nécessaire à une séquence en acides aminés d'une 
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Ac—Ser —Gly — Arg— 


Gly — Lys— Gly — Gly — Lys — Gly — Leu — 10 
Gly—Lys — Gly —Gly —Ala — Lys— Arg— His — Arg— Lys —20 
Val— Leu— Arg—Asp—Asn—Tle —Gin—Gly—Ile —Thr—30 
Lys—Pro— Ala — Ile —Arg— Arg— Leu— Ala — Arg—Arg — 40 
Gly—Gly — Val — Lys —Arg— Ile —Ser—Gly—Leu— Ile —50 
Tyr—Glu— Glu — Thr—Arg— Gly — Val — Leu— Lys —HS— 60 
Phe— Leu— Glu— Asn—Val— Île — Arg—Asp—Ala — Val — 70 
Thr—Tyr — Thr— Glu — His — Ala Arg— Lys —Thr — 80 
Val —Thr— Ala — Met—Asp— Val — Val —Tyr — Ala — Leu— 90 


Lys — Arg — Gin — Gly —Arg—Thr— Leu— Tyr — Gly — Phe— 100 


Gly —Gly 
FIGURE 34-3 Séquence en acides aminés de l’histone H4 de thymus 
de veau. Les 25 résidus Arg et Lys de la protéine, constituée de 102 rési- 
dus, sont en rouge. L'histone H4 de graine de pois diffère de celle de 
thymus de veau par les substitutions phénotypiquement neutres des deux 
résidus en grisé : Val 60-1le et Lys 77—Arg. Les résidus soulignés sont 


b. Les histones peuvent être modifiées 

Les histones font l'objet de modifications post-traductionnelles 
telles que méthylations, acétylations, et phosphorylations des 
chaînes latérales de résidus spécifiques Arg, His, Lys, Ser et Thr. 
Toutes ces modifications, réversibles pour la plupart, diminuent les 
charges positives des histones, altérant ainsi de manière significa- 
tive les interactions histone-ADN. Cependant, malgré la grande 
stabilité des histones au cours de l’évolution, leur degré de modi- 
fication varie énormément selon les espèces, le tissu et la phase du 
cycle cellulaire. Une modification insolite est le fait que 10 % des 
H2A ont une liaison isopeptidique entre le groupement €-aminé de 
leur résidu Lys 119 et le groupement carboxyl terminal de l’ubi- 
quitine. Quoiqu'une telle ubiquitination, en fait une polyubiquiti- 
nation, marque les protéines cytoplasmiques destinées à être 
dégradées par les protéases cellulaires (Section 32-6B), ça n'est 
pas le cas de H2A. Cette ubiquitination, ainsi que les autres modi- 
fications des histones, sert à moduler l'expression de gènes euca- 
ryotiques. 

Beaucoup, sinon tous les eucaryotes possèdent des sous-types 
d'histones H1, H2A, H2B et H3 génétiquement distincts, dont les 
synthèses sont mises en marche ou arrêtées pendant certaines 
phases spécifiques de l'embryogenèse et du développement de cer- 
tains types de cellules. Les variations de séquence de ces sous- 
types sont limitées à quelques résidus dans H2A, H2B et H3, mais 
sont plus importantes dans HI. En effet, les cellules érythroïdes 
d'embryons de poulet contiennent une variante de H1 qui diffère 
tellement des autres H1 qu'elle est appelée histone HS (les éry- 
throcytes aviaires, contrairement à ceux des mammifères, ont des 
noyaux). Cette synthèse altemative d'histone semble être liée à 
la différenciation cellulaire, mais la nature de cette relation est 
inconnue. 


B. Les nucléosomes : premier niveau 
d'organisation de la chromatine 

Le premier niveau d'organisation de la chromatine a été mis en 

évidence par Roger Kornberg en 1974 par un faisceau de preuves : 


1. La chromatine contient un nombre à peu près égal de molé- 
cules d'histones H2A, H2B, H3 et H4, et les molécules d'histones 
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l'objet de modifications post-traductionnelles : Ser 1 est invariablement 
N-acétylé et peut être aussi O-phosphorylé, les résidus Lys 5, 8, 12 et 16 
peuvent être N-acétylés, et Lys 20 peut être mono- ou di-N-méthylé. 
[D'après DeLange, R.J., Fambrough, D.M.. Smith, E.L., et Bonner, J., 
1. Biol Chem. 244, 5678 (1969).] 


2. Les études de diffraction des rayons X indiquent que les 
fibres de chromatine ont une structure régulière qui se répète envi- 
ron tous les 10 nm dans le sens des fibres. Le même profil de dif- 
fraction des rayons X est observé quand l'ADN purifié est mélangé 
à des quantités équimolaires de toutes les histones, excepté pour 
l'histone HI. 

3. Les micrographies électroniques (Fig. 33-4) révèlent que la 
chromatine est formée de particules de diamètre d'environ 10 nm, 
reliées par de fins brins d'ADN apparemment nu qui rappellent des 
perles sur un collier. Ces particules sont en accord avec le profil 
aux rayons X précédent. 

4. La digestion limitée de chromatine par la nucléase micro- 
coccale (qui clive l'ADN double brin) clive l'ADN entre certaines 
des particules décrites ci-dessus (Fig. 34-5a); apparemment, les 
particules empêchent l'ADN qui leur est associé étroitement d'être 
digéré par la nucléase. L'électrophorèse sur gel indique que chaque 
particule du n-mère contient environ 200 n pb d'ADN (Fig. 33-5b). 
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FIGURE 34-4 Micrographie électronique de chromatine de D, mela- 
nogaster montrant que ses fibres de 10 nm sont des chapelets de 
nucléosomes. [Avec la permission d'Oscar L. Miller, Jr.. Université de 
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FIGURE 34-10 Micrographies électroniques de chromatine, (a) Chromatine contenant HE (b) Chromatine sans HI, toutes deux dans une 
solution saline de 5 à 15 mM. [Aimablement fourni par Fritz Thoma, École Technique Fédérale, Zürich, Suisse.] 


l'histone H1° (une histone variante qui se trouve dans les cellules 
en phase terminale de différenciation) qu'à l'histone H1 elle- 
même, suggère que l'histone HS est associée à la chromatine inac- 
tive du point de vue de la réplication et de la transcription. 

Les histones de liaison se composent d’un domaine globulaire 
hautement conservé et résistant à la trypsine, flanqué de deux bras 
N- et C- terminaux déployés, riches en résidus basiques. Ces bras 
basiques, qui représentent plus de la moitié de la protéine intacte, 
interagiraient donc probablement avec l'ADN de liaison réunissant 
les nucléosomes adjacents, même si c’est le domaine globulaire 
qui est requis pour lier l'histone HI au nucléosome, 


c. Le domaine globulaire de l’histone HS ressemble 

structurellement à la protéine CAP 

V. Ramaknishnan a déterminé la structure par rayons X de 
GH5, un polypeptide de 89 résidus qui contient le domaine glo- 
bulaire de 81 résidus de l'histone H5 (bien que ses 5 résidus côté 
N-terminal et ses 11 résidus côté C-terminal ne soient pas obser- 
vables car probablement en structures désordonnées). La chaîne 
polypeptidique se replie en trois hélices en faisceau compact avec 
deux feuillets B plissés à son extrémité C-terminale (Fig. 34-11 ). 
Cette structure, et en particulier l'ensemble compact des trois 
hélices, est remarquablement similaire à la conformation du motif 
hélice-tour-hélice (HTH) du domaine de liaison à l'ADN de la pro- 
téine activatrice catabolique de E. coli (CAP, « catabolite activator 
protein »; Fig. 31-28), Ainsi, même si les séquences de GHS et 
CAP sont peu identiques, leurs structures similaires suggèrent que 
GHS et CAP se lient à l'ADN de manière analogue. En effet, un 
modèle de complexe GH5-ADN, établi d'après la structure par 
rayons X du complexe CAP-ADN (Section 31-3C), positionne les 
chaines latérales extrêmement conservées des résidus Lys 69, 
Arg 73 et Lys 85 de GHS afin qu'elles interagissent avec l'ADN 
(Fig. 34-11). Ces résidus, qui ont tous des contreparties dans CAP, 
sont protégés contre les modifications chimiques dans la chroma- 
tine. De plus, GHS contient un groupe de quatre résidus basiques 
conservés sur le côté opposé de la protéine par rapport à son 
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FIGURE 34-11 Structure par rayons X de GHS montré sous furme 


de complexe hypothétique avec l'ADN, Ce modèle à été construit : par 
uperposition de la suwucture de GHS sur celle de CAP dans !n structure 
CAP-ADN (Fig. 31-280). Afin d'éviter toute spéculations sur ln nature de 
l'ADN, H à été représenté sous la forme d'un ADN-B idéal, avec son 
quelette sucre-phosphale (en rouge), alors qu'il est courbé lorsqu'il est 
en assochtion avec CAP. GHS est montré sous la forme d'un ruban et 


coloré dans un camaïeu allant du rouge au bleu, de son extrémité N-ter- 
minale à son extrémité C-terminale. Les résidus basiques conservés, tout 
comme les deux résidus His qui ont été pontés à l'ADN, sont représentés 
en modèle éclaté (en bleu), [Avec ln permission de V. Ramakrishnan, 
Laboratoire MRC de Biologie Moléculaire, Cambridge, G.-B, PDBid 
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segment de l'ADN double brin, car des preuves expérimentales 
indiquent que GHS se lie simultanément à deux ADN double brin. 


d. Les nucléosomes parentaux sont transférés aux doubles 

brins fils après réplication de l'ADN 

La réplication in vivo de l'ADN eucaryotique s'accompagne de 
sa compaction en chromatine ; en fait, c'est la chromatine qui est 
réellement répliquée. Que deviennent alors les octamères d'his- 
tones associés primitivement à l'ADN parental ? Il y a plusieurs 
possibilités : les octamères « parentaux » peuvent rester associés 
soit au brin avancé, soit au brin retardé, ou ils peuvent être parta- 
gés entre les deux ADN double brin fils, soit au hasard, soit de 
façon systématique. Des expériences pour répondre à cette ques- 
tion ont amené des résultats contradictoires. Cependant, il est évi- 
dent maintenant que les octamères parentaux sont distribués au 
hasard entre les doubles brins fils. De plus, les octamères paren- 
taux restent associés à l'ADN pendant le processus de réplication 
au lieu de se dissocier de l'ADN parental et plus tard de se réas- 
socier aux doubles brins fils. Ainsi, ou bien les nucléosomes s'ou- 
vrent pour permettre le passage de la fourche de réplication, ou 
bien les octamères d'histones parentaux qui précèdent immédiate- 
ment une fourche de réplication en progression sont, d'une 
manière ou d'une autre, transférés dans les complexes double brin 
fils immédiatement derrière la fourche de réplication. 


e. L'assemblage du nucléosome est facilité par des 

chaperons moléculaires 

Comment les nucléosomes se forment-ils in vivo ? {n vitro, à 
des concentrations salines élevées, les nucléosomes s'assemblent 
spontanément à partir d’un mélange ad hoc d'ADN et d'histones. 
En fait, quand H3, H4 et l'ADN sont seuls présents, le mélange 
forme des particules ressemblant aux nucléosomes et contenant 
chacune un tétramère (H3),(H4),. Les noyaux des nucléosomes 
sont probablement formés par addition de dimères H2A-H2B à ces 


À des concentrations salines physiologiques, l'assemblage in 
vitro du nucléosome se produit beaucoup plus lentement qu'à des 
concentrations salines élevées, et, à moins que les concentrations 
en histones ne soient bien définies, il s'accompagne d’une précipi- 
tation très importante d'histones. Cependant, en présence de 
nucléoplasmine, une protéine acide isolée des noyaux des ovo- 
cytes de X. laevis, et de topoisomérase 1 (Section 29-3C), l'assem- 
blage du nucléosome se produit rapidement sans précipitation des 
histones. La nucléoplasmine se lie aux histones, mais jamais à 
l'ADN ni aux nucléosomes. Manifestement, la nucléoplasmine 
fonctionne comme chaperon moléculaire (Section 9-2C) pour 
réunir les histones et l'ADN de manière contrôlée, et de cette 
façon prévient leur agrégation non spécifique due à leurs fortes 
interactions électrostatiques. Manifestement, la topoisomérase 1 
fournit au nucléosome l'ADN avec son degré préférentiel de sur- 
enroulement. 


C. Les filaments de 30 nm : deuxième niveau 
d'organisation de la chromatine 
L'ADN nucléosomique de 166 pb a un rapport de compactage 


d'environ 7 (sa longueur de 560 À est repliée en une superhélice 
d'environ 80 À de haut). En clair, le filament de nucléosomes de 
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10 nm, qui apparaît à des forces ioniques basses (et qui a donc peu 
de chances d'existence autonome in vivo), représente seulement le 
premier niveau du compactage de l'ADN chromosomique. Le 
niveau suivant d'organisation chromosomique n'apparaît qu'à des 
forces ioniques physiologiques. 

Quand la concentration saline est augmentée, le filament de 
nucléosomes contenant H1 prend initialement une conformation 
en zigzag (Fig. 34-10u) dont l'aspect suggère que les nucléosomes 
interagissent par contacts entre leurs molécules HI. Puis, lorsque 
la concentration saline approche de la valeur physiologique, la 
chromatine forme un filament de 30 nm d'épaisseur dans lequel les 
nucléosomes sont visibles en microscopie électronique (Fig. 34- 
12). Selon Klug, le filament de 30 nm est construit par l'enroule- 
ment du filament de nucléosomes de 10 nm en un solénoïde ayant 
environ 6 nucléosomes par tour et un pas de 110 À (le diamètre 
d'un nucléosome ; Fig. 34-13). Le solénoïde est stabilisé par les 
molécules HI dont les bras N- et C-terminaux relativement 
variables et allongés (absents dans GHS; Fig. 34-11) entrent pro- 
bablement en contact avec les nucléosomes adjacents, en inter- 
agissant au moins en partie tête-bêche avec les HI voisines. Ce 
modèle, conforme au modèle obtenu après étude par diffraction 
des rayons X des filaments de 30 nm, a un rapport de compactage 
d'environ 40 (6 nucléosomes, chacun avec environ 200 pb d'ADN, 
correspondant à une élévation de 110 À). Cependant, plusieurs 
autres modèles plausibles de filament de chromatine de 30 nm ont 
été également formulés. En effet, Kensad van Holde pense que le 
filament de 30 nm n'a pas une structure régulière, à cause des lon- 
gueurs variables des ADN de liaisons, supposés droits et rigides, 
entre les cœurs des nucléosomes. On aurait une structure hélicoï- 
dale irrégulière dont la modélisation suggère qu'elle forme un fila- 
ment d'un diamètre moyen de 30 nm. Cela expliquerait la diffi- 
culté que l'on a à déterminer expérimentalement la structure du 


FIGURE 34-12 Micrographie électronique des filaments de chroma- 
tine de 30 nm. Notez que les filaments on un diamètre correspondant à 
deux ou trois nucléosomes. La barre représente 1000 À. [Avec la permis- 
sion de Jérôme B. Rattner, Université de Calgary. Canada. | 


Fig. 34-15a, suggèrent fortement que les fibres de chromatine des 
chromosomes en métaphase sont disposées de façon radiale, Si les 
boucles observées sont ces fibres radiales, chacune d'elles corres- 
pondrait à 0,3 jim du diamètre du chromosome (une fibre doit se 
replier sur elle-même pour former une boucle). En tenant compte 
de la largeur de l'échafaudage (0,4 jam), ce modèle prédit que le 
diamètre du chromosome en métaphase serait de 1,0 jum, ce qui 
est conforme aux observations (Fig. 34-15b). Un chromosome 
humain typique, contenant environ 140 millions pb, aurait donc 
environ 2000 boucles radiales d'environ 70 kb. L'échafaudage de 
0,4 im de diamètre d’un tel chromosome a une superficie suffi- 
sante avec ses 6 jim de longueur pour porter ce nombre de boucles 


FIGURE 34-15 Organisation de l'ADN dans un chromosome méta- 
phasique. (a) Micrographie électronique d'une section transversale d'un 
chromosome humain en métaphase. Notez la masse des fibres de chroma- 
tine rayonnant en étoile autour de l'échafaudage central. [Aimablement 
fourni par Ulrich Laemmli, Université de Genève, Suisse.] (b) Dia- 
gramme d'interprétation indiquant comment les boucles radiales de 

0,3 mm de long sont supposées se combiner avec l'échafaudage de 

0,4 um de large pour former un chromosome en métaphase de 1.0 Jim de 
diamètre. 
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radiales. Ainsi, le modèle de boucles radiales rend compte du rap- 
port de compactage observé pour l'ADN dans les chromosomes en 
métaphase. 

Les boucles radiales sont attachées à la matrice par des régions 
d'association à la matrice (MAR, aussi appelées SAR pour 
«scaffold attachement region », région d'ancrage à l'échafau- 
dage) riches en A-T. On qualifie aussi ces boucles radiales de 
domaines structuraux. On ne sait cependant pas grand chose sur 
la composition de la matrice, ni sur la façon dont les boucles 
radiales sont organisées, ni sur le mécanisme responsable du pas- 
sage des chromosomes en métaphase, aux chromosomes en inter- 
phase beaucoup plus dispersés. Il est certain que les protéines non 
histones, dont des milliers de variétés constituent environ 10 % des 
protéines chromosomiques, sont impliquées dans ces processus. 
De plus, du fait que la machinerie protéique qui contrôle l'expres- 
sion génique d'un domaine structural particulier a peu de chance 
d'affecter directement l'expression d'un domaine structural voisin 
tout porte à croire que les domaines structuraux sont les unités 
transcriptionnelles chromosomiques. 


E. Les chromosomes polytènes 


La structure diffuse de la plupart des chromosomes en interphase 
(Fig. 34-2) ne permet pas de les caractériser au niveau de gènes 
individuels, Cependant, la nature a beaucoup aidé à clarifier cette 
situation en produisant des chromosomes géants à larges bandes 
dans certaines cellules sécrétrices de mouches diptères (à une paire 
d'ailes) ne se divisant pas (Fig. 34-16). Ces chromosomes, ceux 
des glandes salivaires de larves de Drosophila melanogaster étant 
particulièrement étudiés, sont produits par réplications multiples 
d'une paire diploïde reliée (unie en parallèle) dans laquelle les 
formes répliquées restent associées entre elles et en registre. 
Chaque paire diploïde peut se répliquer neuf fois de cette manière, 
de sorte que le chromosome polytène final contient jusqu'à 
2 x 2° = 1024 brins d'ADN. On ne connaît pas la fonction des 
chromosomes polytènes, il est possible que cela permette un taux 
de transcription accru de certains gènes. 

Les quatre chromosomes géants de D. melanogaster ont une 
longueur d'environ 2 mm, de sorte que dans ces chromosomes, le 
génome haploïde de 1,37 x 10° pb a un rapport moyen de com- 
pactage de presque 25. Près de 95% de cet ADN se trouvent 
concentrés dans les bandes chromosomiques (Fig. 34-17). Ces 
bandes (plus exactement, les chromomères), visualisées au micro- 
scope après coloration, ont un profil qui est caractéristique de 
chaque souche de D. melanogaster. En effet, les modifications 
chromosomiques telles que duplications, délétions et inversions, 
aboutissent à un changement correspondant dans le profil de 
bandes. Le profil de bandes d'un chromosome polytène forme donc 
une carte cytologique parallèle à sa carte génétique. 

Le profil des bandes caractéristique de chaque chromosome 
polytène suggère que les molécules d'ADN qui le composent sont 
alignées de façon précise. Cette hypothèse a été corroborée par 
l'utilisation de l’hybridation in situ (sur le site). Dans cette tech- 
nique mise au point par Mary Lou Pardue et Joseph Gall, une pré- 
paration immobilisée de chromosomes est traitée avec NaOH pour 
dénaturer son ADN ; puis elle est hybridée avec une espèce pure et 
spécifique d'un ARNm marqué radioactivement (ou son ADNc 
correspondant), et le site de liaison chromosomique de la sonde 
radioactive est déterminé par autoradiographie. Un ARNm donné 


tion de l'ADN des génomes eucaryotiques est exprimée. Quelle est 
la nature des séquences non exprimées restantes, ont-elles 
d'ailleurs une fonction ? Dans cette section, nous décrivons l'or- 
ganisation génétique du chromosome eucaryotique. Le contrôle de 
cette expression génétique fait l'objet de la Section 34-3. 


A. Le paradoxe de la valeur C 

On pouvait raisonnablement s'attendre à ce que la complexité 
morphologique d'un organisme soit approximativement corrélée 
avec la quantité d'ADN de son génome haploïde, appelée sa 
valeur C. Après tout, la complexité morphologique d'un orga- 
nisme doit refléter une complexité génétique sous-jacente. Toute- 
fois, dans ce que l'on appelle le paradoxe de la valeur C, beau- 
coup d'organismes ont des valeurs C anormalement élevées 
(Fig. 34-19). Par exemple, les génomes de poissons pulmonés sont 
10 à 15 fois plus grands que ceux des mammifères, et ceux de cer- 
taines salamandres sont encore plus grands. D'ailleurs, le paradoxe 
de la valeur C s'applique même à des espèces très proches ; par 
exemple, les valeurs C de plusieurs espèces de Drosophila varient 
jusqu'à 2,5 fois. L'ADN « supplémentaire » dans les génomes plus 
grands at-il un rôle, et sinon, pourquoi est-il conservé de généra- 
tion en génération ? 
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Le génome de E. coli de 4,6 millions pb est supposé coder environ 
4300 protéines. À l'opposé, le génome haploïde humain de 


3,2 milliards pb, qui est plus de 700 fois plus grand que celui de 
E. coli, est supposé coder environ 30 000 protéines : autrement dit, 
les humains n'ont qu'environ 7 fois plus de gènes structuraux que 
E. coli, Le contrôle de l'expression génétique des eucaryotes doit 
être certainement un processus beaucoup plus élaboré que celui 
des procaryotes. Cependant, est-ce que tout l'ADN non exprimé du 
génome humain, au moins 98 % de l'ADN total, intervient dans le 
contrôle de l'expression génétique ? Les déterminations récentes 
de la séquence de génomes eucaryotes et celles qui sont en cours 
commencent à apporter des réponses aux questions précédentes. 


a. L'analyse des courbes Cf montre la complexité de 

l'ADN 

La vitesse à laquelle l'ADN 5e renature est révélatrice des lon- 
gueurs de ses séquences uniques. Si V'ADN est morcelé en frag- 
ments réguliers de 300 à 10 000 pb (Section 5-3D), puis dénaturé, 
et conservé à une concentration basse de sorte que les effets de 
l'enchevétrement mécanique soient minimes. l'étape déterminant 
la vitesse de renaturation est la rencontre de séquences complé- 
mentaires. Une fois que les séquences complémentaires se sont 
retrouvées par diffusion au hasard, elles s’hybrident rapidement 
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FIGURE 34-19 Tailles comparées des génomes haploïdes de difré- 
rentes catégories d'organismes mettant en évidence le paradoxe de la 


valeur €". La comnlexité mornholosiaue des organismes. estimée par le 


nombre de 1ypes cellulaires, est croissante du bas de la figure vers le 
haut. [D'après Raff, R.A. et Kaufman, T.C. Embrvos.. Genes, and Evolu- 
tion op 114 Macmillun (1984) 1! 
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pour former des molécules double brin. La vitesse de renaturation 
de l'ADN dénaturé est alors exprimée par 


d[A] _ 

dt 

où A et B représentent les séquences complémentaires simple brin 

et £ une constante de vitesse de second ordre (Section 14-1B). 

Puisque [A] = [B] pour l'ADN double brin, l'intégration de l'équa- 
tion {34.1} donne, 


“k[A](B] [34.1] 


se 
[A] [Ab 
où [A], est la concentration initiale de A. 
Il est facile de mesurer la fraction f de brins non appariés : 


+ kt [34.2] 


f= {AI [343] 
[Ah 
En combinant les équations [34.2] et [34.3], on obtient 
1 
FT +AL& sisi 


Les termes de la concentration dans ces équations s'appliquent 
aux séquences uniques puisque la rencontre de séquences non 
complémentaires ne conduit pas à la renaturation. Ainsi, si C, est 
la concentration initiale des paires de bases en solution, on a, 


Co 

[A} = — 

où x est le nombre de paires de base dans chaque séquence unique 

et est appelé complexité de l'ADN. Par exemple, la séquence répé- 

tée (AGCT), a une complexité de 4, alors qu'un chromosome de 

E. coli, qui consiste en une séquence non répétitive de 4,7 millions 

pb, a une complexité de 4,7 millions. En combinant les équa- 
tions {34.4] et [34.5], on obtient, 


[345] 


1 
TFou 


Quand la moitié des molécules de l'échantillon est renaturée, 
{= 0,5 de sorte que 


[34.6] 


Cotin = [34.7] 


- 
k 
où tn est le temps de demi-renaturation. La constante £ est carac- 
téristique de la vitesse à laquelle les brins simples se rencontrent 
en solution dans les conditions utilisées, aussi est-elle indépen- 
dante de la complexité de l'ADN et, pour les fragments d'ADN 
raisonnablement courts, de la longueur d'un brin. En conséquence, 
dans des conditions données, la valeur C1, ne dépend que de la 
complexité x de l'ADN. Ceci apparaît dans la Fig. 34-20 qui est une 
série de tracés de f en fonction de Cf, de différents ADN. On 
appelle ces tracés, courbes de Cr (prononcer cot). Les complexi- 
tés des ADN dans la Fig. 34-20 varient de 1 pour le 
poly(A): poly(U) synthétique double brin à environ 3 x 10° pour 
certaines fractions d'ADN de mammifères. Leurs valeurs corres- 
pondantes de Cy,A varient de la même façon. 

La vitesse et la sensibilité de l'analyse de la courbe C7 sont 
fortement augmentées par le fractionnement sur hydroxyapatite de 
l'ADN en cours de renaturation. Rappelons que (Section 6-6B) 
l'hydroxyapatite se lie à 1’ ADN double brin à une concentration en 
phosphate supérieure à celle où elle se lie à l'ADN simple brin. 
Les ADN simple brin et double brin dans une solution d'ADN en 
renaturation peuvent donc être séparés par chromatographie sur 
hydroxyapatite et leurs quantités peuvent être mesurées. La rena- 
turation de l'ADN simple brin peut être poursuivie ultérieurement 
et le processus peut être répété. Le marquage radioactif de l'ADN 
en renaturation permet de détecter des quantités d'ADN beaucoup 
plus petites que par spectroscopie, Donc, par chromatographie sur 
hydroxyapatite d'ADN marqué radioactivement, l'analyse de la 
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FIGURE 34-20 Courbes de réassociation (C,f) d'ADN double brin de 
différentes origines. L'ADN est dissout dans une solution saline conte- 
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400 pb. L'échelle supérieure indique les tailles des génomes pour certains 
ADN (MS2 et T4 sont des bactériophages). [D'après Britten, R.J. et 


8.» TE CL, CCC ÆMR LOARMREEM 2 


FIGURE 34-25 Autoradiographie de chromosomes de souris mon- 
trant par hybridation in situ la localisation centromérique de leurs 
ADN satellites SSR. Notez que les centromères des chromosomes de 
souris se situent à une des extrémités du chromososome (il n'y a pas de 
gène au delà des centromères chez la souris). Dans les chromosomes 
humains et ceux de levure, par contre, les centromères sont en positions 
plus centrales (par ex. Fig. 34-1), chez D. melanogaster il existe des 
chromosomes des deux types. [Avec la permission de Joseph Gall, Insti- 
tution Carnegie de Washington.] 


Les SSR constituent environ 3% du génome humain, la plus 
grande partie (0,5 %) étant due à des répétitions de dinucléotides, 
le plus souvent (CA), et (TA),. I! semble que les SSR proviennent 
de décalages de la matrice durant la réplication de l'ADN. Cela a 
lieu plus souvent avec les petites répétitions, c'est la raison pour 
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laquelle elles ont un fort degré de polymorphisme de longueur 
dans la population humaine. De ce fait, les marqueurs génétiques 
basés sur la longueur des SSR, particulièrement les répétitions 
(CA), ont été d'une grande utilité dans les études de génétique 
humaine (Section 5-5F). 


c. Les ADN moyennement répétés sont dispersées dans le 
génome 

Les ADN moyennement répétés se présentent en segments de 
100 à plusieurs milliers de pb séparés par des blocs de plus grande 
taille d'ADN de séquence unique. Quelques uns de ces ADN répé- 
tés sont des groupes répétés en tandem, de gènes qui codent les 
produits dont les cellules ont besoin en grandes quantités, tels que 
les ARNr, les ARNIt et les histones. L'organisation de ces gènes 
répétés est étudiée dans la Section 34-2D, 

Près de 42% du génome humain est constitué par des 
rétroposons (éléments transposables se propageant par la syn- 
thèse d'un intermédiaire ARN ; Section 30-6B). Trois types prin- 
cipaux de rétroposons se trouvent dans le génome humain 
(Tableau 34-2): 


1. Les longs élements dispersés (LINE pour « long intersper- 
sed nuclear elements»), qui constituent 20,4% du génome 
humain, sont des segments de 6 à 8 kb codant les protéines res- 
ponsables de leur transposition (Section 30-6B), cependant, la 
grande majorité (>99 %) des LINE ont accumulé des mutations qui 
ne leur permettent plus de se transposer. Les LINE dérivent de pro- 
duits de transcription par l'ARN polymérase Il et sont dispersés 
dans le génome de tous les mammifères, cela suggère que l'ancêtre 
des LINE s'est retrouvé associé avec le génome des mammifères 
à une étape très précoce de son évolution. L'élément LINE pré- 
pondérant du génome humain, LINE-1 (L1), fait environ 6,1 kb, 


TABLEAU 34-2 Séquences moyennement répétées du génome humain 
Nombre de copies Nombre total de Fraction génomique 
Type de répétition (X 1000) nucléotides (Mb) représentée par cette 
séquence (%) 

LINESs 868 559 20,4 

LI 516 462 16,9 

L2 315 88 3,2 

L3 37 8 0,3 
SINEs 1558 13,1 

Alu 1090 290 10,6 

MIR 393 60 2,2 

MIR3 75 9 0,3 
LTR de rétrotransposons 443 227 8,3 

ERV classe 1 112 79 2,9 

ERV(K) classe Il 8 8 0,3 

ERV(L) classe III 83 40 1,4 

MaLR 240 100 3,6 
Transposons à ADN 294 78 28 

Groupe HAT 195 42 1,6 

Groupe Te-1 75 32 1,2 

Non classé 22 3,2 0,1 
Total 1227 44,8 


# Les chiffres sont approximatifs et probablement sous-estimés. 
Source : International Human Genome Sequencing Consortium, Nature 409, 880 (2001). 
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il comporte une région 5” non traduite (UTR), deux cadres ouverts 
de lecture (ORF), dont le second contient le gène de la transcrip- 
tase inverse, et enfin, une région 3° UTR se terminant par une 
queue poly(A). La longueur moyenne des éléments LI n’est en fait 
que d'environ 900 bp parce qu'ils ne sont que des versions tron- 
quées du rétroposon complet. On trouve deux autres éléments 
LINE dans le génome humain, L2 et L3 qui ont une parenté dis- 
tante avec LI. LI est cependant le seul qui soit encore capable de 
transposition dans le génome humain. 

2. Les courtes répétitions dispersées (SINE pour «short 
interspersed nuclear elements»), qui constituent 13,1% du 
génome humain, sont des éléments de 100 à 400 pb dérivant de 
transcrits synthétisés par l'ARN polymérase IIL Les éléments 
SINE contiennent un promoteur de l'ARN polymérase IIT mais, 
contrairement aux éléments LINE, ils ne codent pas de protéine ; 
ils sont en fait propagés grâce aux enzymes codées par les élé- 
ments LINE. Les éléments SINE les plus abondants du génome 
humain sont des membres de la famille A/u, des éléments d'envi- 
ron 300 pb, dont le nom vient de ce que la plupart d'entre eux 
contiennent un site de clivage pour l'endonucléase de restriction 
Alul (Tableau 5-4). Les éléments Alu sont constitués de deux répé- 
titions imparfaites en tandem dont la séquence a environ 90 % 
d'identité avec des parties de l'ARN 7S des particules de recon- 
naissance de signaux d'adressage (SRP ; Section 12-4B). Cepen- 
dant chacune des deux moitiés de l'élément Alu se termine par des 
segments poly(A) absents de l'ARN 75 de la SRP. On ne trouve 
les éléments Alu que chez les primates, ce qui montre leur origine 
récente, mais on trouve des éléments apparentés aux éléments A/u 
(« Alu-like ») chez des organismes très distants du point de vue de 
l'évolution, comme : les myxomycètes plasmodiaux, les échino- 
dermes, les amphibiens et les oiseaux. Tous les autres éléments 
SINE dérivent de séquences d'ARNL. 

3. Les rétroposons à LTR, contenant de longues répétitions 
terminales (LTR), qui encadrent les gènes gag et pol, sont propa- 
gés par des particules cytoplasmiques ressemblant à des rétrovirus 
(Section 30-6B). Ils constituent 8,3 % du génome humain. Seuls 
les rétrovirus endogènes (ERV pour «endogenous retrovirus »), 
spécifiques des vertébrés, semblent avoir été actifs dans le génome 
des mammifères. 


Le génome humain contient, en outre, des transposons ADN 
(Tableau 34-2) ressemblant aux transposons bactériens (Sec- 
tion 30-6B). Ils constituent 2,8 % du génome humain. Le génome 
humain est donc constitué pour environ 45 % d'éléments transpo- 
sables dispersés et presque totalement inactifs. 


d. Les ADN moyennement répétés sont probablement des 
parasites égoistes 

t donné leurs longueurs diverses et leur nombre de copies, 
il semble que les ADN moyennement répétés non exprimés ont 
plusieurs fonctions. Cependant, peu d'expériences ont corroboré 
les diverses propositions avancées. Selon l'explication la plus cré- 
dible, les ADN moyennement répétés fonctionnent comme des 
séquences de contrôle qui activent de façon coordonnée les gènes 
voisins. Une autre possibilité serait que certaines familles d'ADN 
moyennement répétés agiraient comme origine de réplication de 
l'ADN, étant donné que l'ADN Alu contient un segment homo- 
logue à l’origine de réplication du papovavirus. Un troisième rôle 
présomptif des ADN movennement répétés serait qu'ils augmen- 


teraient la variation évolutive des génomes eucaryotiques en faci- 
litant les réorganisations chromosomiques et/ou en formant des 
réserves où seraient recrutées de nouvelles séquences fonction- 
nelles. 

Étant donnée l'énorme quantité d'ADN répété dans la plupart 
des génomes eucaryotiques et le manquede faits expérimentaux 
pour conforter les hypothèses ci-dessus, une autre possibilité doit 
être étudiée sérieusement, à savoir que l'ADN répété n'a pas d'uti- 
lité pour son hôte. Ce serait plutôt un parasite moléculaire, un 
ADN égoïste ou dépotoir, qui, depuis de nombreuses générations, 
se serait disséminé dans le génome par divers processus de trans- 
position. Selon la théorie de la sélection naturelle, la charge méta- 
bolique croissante imposée par la réplication d'un ADN égoïste, 
par ailleurs inoffensif, pourrait entraîner son élimination. Cepen- 
dant, pour les eucaryotes croissant lentement, le désavantage rela- 
tif de répliquer, disons 1000 pb supplémentaires d’un ADN égoïste 
dans un génome d'environ 1 milliard de pb, serait si faible que son 
taux d'élimination serait contrebalancé par sa vitesse de propaga- 
tion. Le paradoxe de la valeur C pourrait alors indiquer simple- 
ment qu'une partie significative, voire la grande majorité, de 
chaque génome eucaryotique, est de l'ADN égoïste. 


C. La répartition des gènes 


Le principal objectif du projet de séquençage du génome humain 
est d'établir un catalogue de tous les gènes humains et des pro- 
téines qu'ils codent. Même actuellement, en disposant de la 
séquence terminée, cette tâche n'est en aucun cas facile. Pour les 
organismes à petit génome comme les bactéries et la levure, l'iden- 
tification des gènes est évidente parce que ces génomes contien- 
nent une faible proportion d'ADN non exprimé. Par contre, les 
séquences exprimées ne constituent que 1,1 à 1,4% du génome 
humain, environ 24% du génome étant des introns et 75% des 
séquences intergéniques (des séquences non transcrites situées 
entre les gènes). Par conséquent, notre connaissance imparfaite des 
caractéristiques permettant à la cellule de reconnaître les gènes, 
s'ajoutant au fait que les gènes humains sont constitués d'exons 
relativement petits (en moyenne environ 150 nt) séparés par des 
introns bien plus longs (en moyenne environ 3500 nt et souvent 
beaucoup plus longs), augmente énormément la difficulté d'iden- 
tifier les gènes (le rapport signal-bruit étant très faible), De ce fait, 
les programmes de reconnaissance assistée par ordinateur n’ont eu 
qu'un succès limité. Les algorithmes de prédiction de gènes repo- 
sent de ce fait sur les alignements de séquences avec des mar- 
queurs de séquences exprimées (EST pour « expressed sequence 
tag»; des ADNc obtenus par transcription inverse des ARNm; 
Section 7-2B), ainsi que sur des alignements avec des gènes 
connus d’autres organismes (qui marche bien pour les gènes forte- 
ment conservés mais moins bien pour les gènes à évolution 
rapide). 

Un indicateur performant de la présence d’un gène est fourni 
par la présence d'un ilot CpG. Nous avons vu (Section 30-7) 
que les résidus 5-Méthylcytosine (m°C) sont fréquents dans les 
dinucléotides CG de différentes séquences palindromiques euca- 
ryotiques, et qu'ils sont impliqués dans l'extinction de l'expres- 
sion de gènes. Du fait que la désamination spontanée de m°C 
produit un résidu normal et entraîne donc fréquemment une 
mutation CG — TA, la fréquence du dinucléotide CG dans le 
génome humain n'est que le tiers de sa fréquence théorique 
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va d'ailleurs de même pour la plupart des autres génomes dont la 
séquence est connue, y compris ceux des procaryotes. On peut voir 
dans la Fig. 34-27 que les fonctions moléculaires les plus fré- 
quentes concernent les facteurs de transcription, mais aussi les pro- 
téines responsables du métabolisme des acides nucléiques (les 
enzymes des acides nucléiques) et enfin les récepteurs. Les autres 
fonctions répandues sont : les kinases, les hydrolases (dont la plu- 
part sont des protéases), les proto-oncogènes (Section 19-3B) et les 
protéines régulatrices spécifiques (des protéines participant à la 
transduction des signaux), La comparaison des gènes structuraux 
du génome humain avec ceux des génomes de D. melanogaster et 
du ver nématode Caenorhabditis elegans montre que les plus 
grandes expansions de familles de gènes ont eu lieu dans celles 
codant les protéines impliquées dans la régulation du développe- 
ment (Section 34-4B), dans la structure et le fonctionnement neu- 
ronal, dans l'hémostase (coagulation sanguine et processus asso- 
ciés ; Section 35-1), les réponses immunes acquises (Section 35-2), 
et la complexité du cytosquelette, 


D. Les groupes de gènes en tandem 


La plupart des gènes ne sont présents qu'en un seul exemplaire 
dans le génome haploïde d'un organisme. C'est suffisant, y com- 
pris pour des gènes codant des protéines nécessaires en grandes 
quantités, grâce à l'accumulation de leurs ARNm correspondants. 
Cependant, la grande demande cellulaire en ARNr (qui représen- 
tent à peu près 80 % des ARN cellulaires) et en ARNt, qui appar- 
tiennent tous deux aux ARNnec, ne peut être satisfaite que par l'ex- 
pression de copies multiples de gènes les spécifiant. Dans les 
paragraphes suivants, nous étudierons l'organisation des gènes 
codant les ARNr et les ARNt. Nous examinerons aussi l'organisa- 
tion des gènes d'histones, les seuls gènes codant des protéines et 
présents en copies multiples et identiques. 


a. Les gènes d'ARNr sont organisés en ensembles répétés 
Nous avons vu dans les Sections 31-4B et C que même le 
génome de E. coli, qui par ailleurs est constitué de séquences 
uniques, contient des copies multiples des gènes d'ARNr et 
d'ARNt Chez les eucaryotes, les gènes spécifiant les ARNr 185, 
5,85 et 28S sont toujours disposés dans cet ordre, en lisant le brin 
d'ARN de 5" vers 3’, et sont séparés par de petits espaceurs trans- 
crits pour former une seule unité de transcription d'environ 
7500 pb (Fig. 34-28). (Pour mémoire, le transcrit primaire de ce 
groupe de gènes est un ARN 45S dont sont dérivés les ARNr 
matures par clivage post-transcriptionnel; Section 31-4B), En 
effet, cette organisation des gènes d'ARNr est universelle car l'ex- 
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FIGURE 34-28 Les gènes des ARNr 185, 5,$S et 28S sont organisés 
en tandems répétés dans lesquels les séquences codant le précurseur 


FIGURE 34-29 Micrographie électronique de séries en tandem de 
gènes d'ARNr 185, 58S et 285, en cours de transcription, issus de 
noyaux de triton Notophtalmus viridescens. Les fibres axiales sont 
l'ADN. Les matrices fibrillaires en « sapin de Noël», qui sont des brins 
d'ARN néo-synthétisé associés à des protéines, délimitent chaque unité 
transcriptionnelle, Notez que les branches ribonucléoprotéiques les plus 
longues de Chaque « sapin de Noël » ne représentent qu'environ 10 % de 
la longueur du brin de l'ADN correspondant, Apparemment, les brins 
d'ARN sont compactés par des interactions de structure secondaire etfou 
par des associations avec des protéines. Les espaceurs non transcerits Cor 
respondent aux segments d'ADN matrice libre. {Avec la permission 
d'Oscar L. Miller Jr, et Barbara R. Beatty, Université de Virginie. | 


trémité 5’ de l'ARNr 23S procaryotique est homologue de celle de 
l'ARNr 5,85 eucaryotique (Section 32-3A). 

Des micrographies électroniques (Fig. 34-29) montrent que les 
blocs de gènes d'ARNr eucaryotiques transcrits sont organisés en 
tandems répétés séparés par des espaceurs non transcrits 
(Fig. 34-28). Ces tandems répétés ont généralement environ 
12000 pb de longueur, bien que la longueur de l'espaceur non 
transcrit varie selon les espèces, et, dans une moindre mesure, d'un 
gène à l'autre. Les mesures des quantités d'ARNr marqué radio- 
activement pouvant s’hybrider avec l'ADN nucléaire correspon- 
dant (ADNr), et plus récemment le séquençage de génomes, indi- 
quent que ces gènes d'ARNr, pouvant être disséminés dans 
plusieurs chromosomes, varient, pour un génome haploïde, de 
moins de 50 à plus de 10 000 copies selon les espèces. Les êtres 
humains, par exemple, ont de 150 à 200 blocs d'ADNr répartis sur 
5 chromosomes. 


b. Le nucléole est le siège de la synthèse de l'ARNr et de 

l'assemblage du ribosome 

Dans un noyau cellulaire en interphase, l'ADNr se condense 
pour former un nucléole (Fig. 1-5). Là, comme le suggère la 
Fig. 34-29, ces gènes sont rapidement et continuellement transcrits 
par l'ARN polymérase I (Section 31-2E). D'après des expériences 
de marquage radioactif, le nucléole est aussi l'endroit où ces ARNr 
subissent des modifications post-transcriptionnelles et s'unissent 
aux protéines ribosomiales synthétisées dans le cytoplasme pour 
former des sous-unités ribosomiales immalures. L'assemblage 
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transférées dans le cytoplasme, ce qui probablement empêche la 
traduction prématurée des ARNm partiellement matures (hnARN) 
dans le noyau. 


c. Les gènes ARNr 5$ et l'ARN forment de nombreux 
ensembles de gènes groupés 

Les gènes codant les ARNr 55 de 120 nucléotides, comme les 
autres gènes d'ARNr, sont réunis en groupes qui contiennent plu- 
sieurs centaines, voire plusieurs centaines de milliers de répétitions 
en tandem, réparties dans un ou plusieurs chromosomes. Chez 
X. laevis, par exemple, l'unité répétitive est constituée du gène de 
l'ARNr 55, d'un pseudogène proche (un segment de 101 pb du 
gène de l’ARNr 5S qui, curieusement, n’est pas transcrit), et d'un 
espaceur non transcrit de longueur variable mais d'une moyenne 
d'environ 400 pb (Fig. 34-30). Les gènes de l'ARNr 5$ sont trans- 
crits à l'extérieur du nucléole par l'ARN polymérase III (Sec- 
tion 31-2E). L'ARNr 5$ doit donc être transporté dans le nucléole 
pour être incorporé dans la grande sous-unité ribosomiale. 

Les 497 gènes d'ARNt qui ont été identifiés dans le génome 
humain sont également transcrits par l'ARN polymérase IL, Ils 
sont aussi fortement répétés et regroupés, plus de 25 % d'entre eux 
se trouvant dans une région de 4 Mb du chromosome 6 et la plus 
grande partie du reste formant des regroupements sur de nombreux 
chromosomes mais pas sur tous les chromosomes. 


d. Les gènes d’histones sont répétés 

Les ARNm d'histones ont des temps de vie cytoplasmique rela- 
tivement courts, car ils sont dépourvus des terminaisons poly(A) 
qui sont attachées aux autres ARNm eucaryotiques (Sec- 
tion 31-4A). Cependant, les histones doivent être synthétisées en 
grandes quantités pendant la phase S du cycle cellulaire (quand 
l'ADN est synthétisé). Ce processus est rendu possible par la 
répétition multiple des gènes d'histones, qui, chez la plupart des 
organismes, sont les seuls gènes répétés identiques qui codent des 
protéines. On pense que cette organisation permet un contrôle sen- 
sible de la synthèse d'histones par la transcription coordonnée de 
séries de gènes d’histones. De plus, ceux-ci diffèrent de presque 
tous les autres gènes eucaryotiques par l'absence d'introns. 
Aucune explication n'est apportée à cette observation. 

Il y a peu de rapport entre la taille d'un génome et le nombre 
total de ses gènes d'histones. Par exemple, les oiseaux et les mam- 
mifères possèdent 10 à 20 copies de chacun des 5 gènes d'histones, 
Drosophila en a environ 100 et les oursins plusieurs centaines. 
Cela laisse à penser que l'efficacité de l'expression d'un gène 
d'histone varie selon les espèces, Chez beaucoup d'organismes, les 
gènes d'histones sont organisés en quintettes répétées en tandem 


Pseudogène 

non transcrit 

Gène de Espaceur 
l'ARNr 5S non transcrit 


FIGURE 34-30 Organisation des gènes de l'ARN 5S de Xenopus lae- 
vis. Chacune des unités répétées en tandem (-750 nt) est formée d'un 
gène d'ARNr 5$ suivi d'un espaceur non transcrit duns lequel un pseudo- 
gène suit de près le gène de l'ARN 55, 
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FIGURE 34-31 Organisation et longueurs des unités répétées de 
groupes de gènes d’histone chez différents organismes, Les régions 
codantes sont en couleur et les espaceurs en gris. Les flèches indiquent la 
direction de la transcription, (Les 3 premiers organismes sont des espèces 
d'oursins éloignées les unes des autres). 


constituées d'un gène qui code chacune des différentes histones, et 
séparées par des espaceurs non transcrits (Fig. 34-31). L'ordre des 
gènes et le sens de la transcription de ces quintettes sont conser- 
vés sur de grandes périodes de l'évolution. Les séquences corres- 
pondant aux espaceurs varient largement selon les espèces et, dans 
une moindre mesure, selon les quintettes répétées à l'intérieur du 
génome. Chez les oiseaux et les mammifères, cette organisation 
répétitive a disparu ; leurs gènes d’histones sont regroupés, mais 
sans ordre particulier. 


e. Les séquences répétées peuvent être engendrées et 
conservées par des recombinaisons inégales et/ou par 
conversion génique 
Comment les gènes répétés conservent-ils leur identité? Le 

mécanisme habituel de la sélection darwinienne semblerait ineffi- 
cace dans ce cas, puisque des mutations nuisibles dans quelques 
membres d’un ensemble de gènes identiques répétés de façon mul- 
tiple auraient peu de conséquences phénotypiques. En vérité, beau- 
coup de mutations n'affectent pas la fonction d'un produit géné- 
tique et sont donc sélectivement neutres. Les ensembles de gènes 
répétés doivent donc conserver leur homogénéité par un autre 
mécanisme, Deux mécanismes semblent plausibles : 


1. Dans le mécanisme de recombinaison inégale (Fig. 34- 
32a), la recombinaison a lieu entre des segments homologues de 
chromosomes mal alignés, excisant ainsi un segment de l'un des 
chromosomes pour l'ajouter à l’autre. Des simulations par ordina- 
teur montrent que ce type d'allongements et de raccourcissements 
répétés de chromosomes produiront, par des processus aléatoires, 
un groupe de séquences répétées issu d'un groupe ancestral beau- 
coup plus petit. On pense aussi que la recombinaison inégale est 
le mécanisme produisant des duplications de segments (Sec- 
tion 34-2B), 

2. Dans le mécanisme de conversion génique (Fig. 34-32b), 
l'un des membres du groupe de gènes répétés « corrige » un variant 
situé à proximité par un processus ressemblant à une réparation par 
recombinaison (Section 30-6A). 


Puisque les mutations ponctuelles sont des événements rares, en 
comparaison des crossing-over, ce mécanisme entraînera finale- 
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FIGURE 34-36 Organisation des gènes de la globine humaine sur 
leurs brins codants respectifs, Les parties rouges représentent les gènes 
actifs : les parties vertes, les pseudogènes ; les parties jaunes, les 


adulte contient normalement environ 97 % de HbA, 2% de HbA, 
(a,6, dans laquelle 8 est une variante de B) et 1 % de HbF. 

Chez les mammifères, les gènes spécifant les sous-unités de 
l'hémoglohine apparentées à « et B forment deux groupes diffé- 
rents de gènes situés sur des chromosomes séparés. Chez l'homme, 
comme chez de nombreux autres mammifères, les gènes de globine 
de chaque groupe sont orientés dans le sens 5° —> 3° sur les brins 
codants, dans l'ordre de leur expression au cours du développement 
(Fig. 34-36). Cet ordre est courant chez les mammifères, mais pas 
universel ; par exemple, dans les groupes de gènes B de souris, les 
gènes adultes précèdent les gènes embryonnaires. 

Le groupe des gènes de globine B (Fig. 34-36), qui s'étend sur 
plus de 100 kb, contient cing gènes fonctionnels: le gène 
embryonnaire €, deux gènes fœtaux %y et y (gènes dupliqués 
codant des polypeptides qui ne diffèrent que par la présence d'un 
résidu qui est soit Gly soit Ala à la position 136), et les deux gènes 
adultes & et B. Le groupe des gènes de la globine B contient aussi 
un pseudogène, Wf (une relique non transcrite issue de la dupli- 
cation d’un ancien gène, qui présente environ 75 % d'homologie 
avec le gène f), huit copies d'éléments Alu, et deux copies d'élé- 
ments LI (Section 34-2B). 

Le groupe des gènes de la globine « (Fig. 34-36), qui s'étend 
sur environ 28 kb, contient trois gènes fonctionnels: le gène 
embryonnaire & et deux gènes & légèrement différents, œ1 et «2, 
qui codent des polypeptides identiques. Le groupe & contient 
aussi quatre pseudogènes, YË. wa, wal et y, et trois éléments 
Alu. 


yp ô B 
séquences LI, les flèches indiquant leur orientation relative, Les triangles 


représentent les éléments Alu dans leurs orientations relatives. [D'après 
Karisson, S. et Nienhuis, A.W.. Annu. Rev. Hiochem. 54,1074 (1985).] 


b. Tous les gènes d'hémoglobine ont la même structure 

exon-intron 

Les séquences codant les protéines représentent moins de 5 % 
de chaque groupe de gènes de globine. Cette situation est en 
grande partie la conséquence de l'ensemble hétérogène d'espa- 
ceurs non transcrits séparant les gènes dans chaque groupe. De 
plus, tous les gènes connus de globine des vertébrés, dont ceux de 
la myoglobine et la plupart des pseudogènes de l'hémoglobine, 
sont formés de trois exons placés de façon presque identique, sépa- 
rés par deux introns quelque peu variables (Fig. 34-37). 1 semble 
que cette structure de gène soit apparue assez précocement dans 
l'histoire des vertébrés, il y a bien plus de 500 millions d'années. 
En effet, cette suucture était présente avant la divergence des 
plantes et des animaux. La structure du gène codant la leghémo- 
globine (une globine de plante qui est présente dans les légumi- 
neuses pour protéger la nitrogénase de l'empoisonnement par O, ; 
Section 26-6) ne diffère de celle des vertébrés que par le fait que 
l'exon central des globines des vertébrés est coupé par un troi- 
sième intron dans le gène de la leghémoglobine, Il est tout à fait 
possible que l'exon central de la globine de vertébré soit apparu à 
la suite de la fusion des deux exons internes d'un gène ancestral 
apparenté à celui de la leghémoglobine. 


c. Les polymorphismes de l'ADN permettent d'établir des 
généalogies 
Les séquences non exprimées qui sont l'objet d'une faible pres- 
sion de sélection évoluent beaucoup plus vite que les séquences 
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FIGURE 34-40 Micrographies de noyaux colorés de cellules épithé- 
liales de la cavité buccale humaine. (4) Chez un homme normal XY ne 
montrant pas de corpuscule de Barr. (b) Chez une femme normale XX 
montrant un seul corpuscule de Barr (flèche), La présence des corpus- 
cules de Barr permet la détermination rapide du sexe chromosomique 
d'un individu. [D'après Moore, KL. et Barr, ML. Lancet 2, 57 ( 1955).] 


Le mécanisme de l'inactivation du chromosome X commence 
seulement à être compris. L'inactivation semble déclenchée par la 
transcription du gène X'isf, exclusivement sur le chromosome inac- 
tif, L'ARN Xist produit « décore » le chromosome X inactif sur 
toute sa longueur, mais ne se lie pas au chromosome X actif, Cet 
ARN Xist localisé recrute, par une suite de changements mal com- 
pris, des protéines affines de l'ADN qui répriment la transcription 
(Section 34-3B), ainsi que des variants d'histones, notamment le 
variant macroH2A!l de l’histone H2A, qui possède un grand 
domaine C-terminal globulaire, absent de H2A. L'inactivation du 
X vient aussi de la modification des histones du cœur des nucléo- 
somes qui lui sont associées, notamment de la méthylation du 
résidu Lys 4 de H3, de la déméthylation du résidu Lys 9 de H3 et 
de l'hypoacétylation des histones H3 et H4 (La méthylation et 
l'acétylation des histones sont étudiées dans la section 34-3B), De 
plus, l'ADN du gène Xist du chromosome actif fait l'objet d'une 
méthylation, tandis que le gène Xist actif sur le chromosome X 
inactif par ailleurs, demeure non méthylé (La méthylation de 
l'ADN est traitée dans la Section 30-7). Inversement, les îlots CpG 
dans les promoteurs de nombreux gènes du chromosome X inactif 
se voient méthyler tandis que ceux du chromosome X actif restent 
non méthylés. Certains de ces changements, sinon tous, sont indis- 
pensables pour l'inactivation du chromosome X et il est de plus 
presque sûr qu'ils sont responsables de l'empreinte épigénétique 
permettant le maintien de l'état d'inactivation du chromosome X 
inactivé dans les générations ultérieures de cellules. 


b. Les renflements des chromosomes et les chromosomes 
en écouvillon sont actifs transcriptionnellement 
L'état condensé de l'hétérochromatine facultative la rend pro- 
bablement inactive transcriptionnellement en empêchant les pro- 
téines assurant la transcription d'accéder à son ADN. À l'inverse, 
la chromatine active transe riptionnellement doit ay oir une Struc- 


trouve dans les renflements des chromosomes («puffs») qui 
émanent de simples bandes des chromosomes géants polytènes 
(Fig. 34-41). Ces renflements se forment et régressent de manière 
reproductible dans le cadre du développement larvaire normal 
(Fig. 33-41) et en réponse à des stimuli physiologiques comme des 
hormones et la chaleur. Des études par autoradiographie avec de 
l'uridine tritiée et des études d'immunofluorescence en utilisant 
des anticorps dirigés contre l'ARN polymérase II démontrent clai- 
rement que ces renflements sont les sites principaux de la synthèse 
des ARN dans les chromosomes polytènes. 

La décondensation analogue des chromosomes non polytènes 
se produit d'une manière encore plus évidente dans les chromo- 
somes appelés chromosomes en écouvillon d'ovocytes d'amphi- 
biens (Fig. 34-42). Durant leur prophase 1 méiotique prolongée 
(Fig. 1-20), ces chromosomes précédemment condensés forment 
des segments d'ADN en boucles transcriptionnellement actifs, qui, 
comme l'indiquent les micrographies électroniques (Fig. 34-43), 
sont souvent des unités simples de transcription. 


B. La régulation de l'initiation transcriptionnelle 


Les observations précédentes laissent penser que la transcription 
sélective est principalement responsable de la synthèse protéique 
différente dans les différents types cellulaires d'un même orga- 
nisme. Cependant, ce n’est qu'en 1981 que James Damell l'a 
démontré de la manière suivante : il a obtenu les quantités de gènes 
exprimés dans le foie de souris, nécessaires à l’expérimentation, en 
insérant des ADNc d'ARNm de foie de souris (dont 95 % sont 
cytoplasmiques) dans des plasmides et en les répliquant pour les 
amplifier dans £. coli (Section 5-5B). En hybridant les ADNc clo- 
nés obtenus avec les ARNm marqués radioactivement de différents 
types cellulaires de souris, les colonies de Æ. coli contenant des 
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FIGURE 34-41 Formation et régression des renflements chromoso- 
miques (lignes) dans un chromosome polytène de D. melanogaster 
après une période de développement larvaire de 22 h. Les très gros 
renflements dans cette série de micrographies sont connus sous le nom 
d'anneaux de Balbiani, [Avec la permission de Michael Ashburner, Uni- 


FIGURE 34-42 Micrographie en immunofluorescence d’un chromo- 
some en écouvillon d'un noyau d'ovocyte de triton Notophthalmus 
viridescens. Les nombreuses boucles en transcription active de ce chro- 
mosome lui ont donné le nom « d'écouvillon » (du nom de l'instrument 
utilisé autrefois pour nettoyer les lampes au kérosène). [D'après 

Roth, M.B. et Gall, J.G., J. Cell Biol. 105, 1049 (1987). Copyright (c), 
1987, Rockefeller University Press.] 


gènes spécifiques du foie ont été différenciées des colonies conte- 
nant les gènes communs à la plupart des autres cellules de souris. 
Douze clones d'ADNc spécifiques du foie et trois clones d'ADNc 
communs ont été obtenus ainsi, La question qui se posait alors était 
de savoir si une cellule eucaryotique transcrit seulement les gènes 
codant les protéines qu'elle synthétise, ou si elle transcrit tous ses 
gènes, mais ne mature correctement que les transcrits qu'elle tra- 
duit. La réponse a été apportée en hybridant les gènes de souris 
clonés avec des ARN non matures (hnARN) fraîchement synthéti- 
sés, obtenus à partir de noyaux de cellules de foie, de rein et de 
cerveau de souris (Fig. 34-44). Seuls les ARN extraits de noyaux 
de foie s’hybrident avec les 12 ADNc spécifiques du foie, utilisés 
comme sondes. Cependant, les ARN des trois autres types cellu- 


FIGURE 34-43 Micrographie électronique d'une boucle d'un chro- 
mosome en écouvillon. La matrice nbonucléoprotéique recouvrant la 
boucle s'épaissit de l'extrémité (A) jusqu'à l'extrémité (B), ce qui 
indique que la boucle ne contient qu'une seule unité transcriptionnelle. 
[Avec la permission d'Oscar L. Miller.ir. Université de Virginie.] 
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FIGURE 34-44 Détermination du rôle essentiel de la transcription 
sélective dans le contrôle de l'expression des gènes eucaryotiques. 
Elle a été établie de la façon suivante, Des ADNc clonés et codant 
d'une part 12 protéines spécifiques de foie de souris (1-12) et d'autre 
part 3 autres protéines communes à la plupart des cellules de souris 
(a-c) ont été purifiés, dénaturés et déposés sur un filtre en papier (es 
haut), Les ADN ont été hybridés avec des ARN nouvellement formés, 
donc des ARN non matures marqués radiouctivement, provenant de 
noyaux de foie, de rein ou de cerveau de souris (en bas à gauche). 
L'autoradiographie montre que les ARN de foie s'hybrident aux 12 
ADNc spécifiques du foie et aux 3 ADNc communs, mais que les 
ARN de rein et de cerveau ne s'hybrident qu'aux ADNc communs (à 
droite). 
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laires s'hybrident avec l'ADN des trois clones contenant les gènes 
communs de souris. Manifestement, les gènes spécifiques du foie 
ne sont pas transcrits par les cellules de cerveau ou de rein. Ceci 
suggère fortement que le contrôle de l'expression génétique chez 
les eucaryotes s'exerce principalement au niveau de la transcrip- 
tion. 

Plus récemment, l'utilisation de la technique des microaligne- 
ments d'ADN (puces à ADN: Section 7-6B) a énormément accru 
le nombre de gènes dont on peut simultanément suivre le niveau 
de transcription, tout en diminuant l'effort nécessaire pour le faire, 
Prenons par exemple, l'hépatocarcinome (HCC), le cancer du foie 
le plus fréquent, qui figure parmi les cinq causes principales de 
décès par cancer dans le monde et qui est étroitement associé aux 
infections chroniques par les virus des hépatites B et C, même si 
la nature de cette association reste peu claire, David Botstein et 
Patrick Brown ont caractérisé les profils d'expression génique des 
tumeurs de type HCC et de tissus de foie sain en isolant leurs 
ARNm pour les rétrotranscrire en ADNc avant de les coupler à un 
colorant fluorescent, Ces ADNc marqués ont ensuite été hybridés 
à des microalignements d'ADN renfermant environ 17 000 gènes 
humains. Le niveau de transcription de chacun de ces gènes dans 
un échantillon de tissu a été déterminé par l'intensité de fluores- 
cence à la position correspondante du microalignement par rapport 
à la fluorescence à cette même position du microalignement, mais 
correspondant à l'ADNc de référence marqué avec un fluoro- 
chrome d'une autre couleur. Les résultats de cette analyse exhaus- 
tive sont présentés dans la Fig. 34-45, ils montrent de façon évi- 
dente que les tumeurs HCC ont un profil d'expression génique 
différent de celui des tissus du foie sain. Curieusement, cependant, 
différents nodules HCC du même patient présentent des profils 
d'expression génique dont la similitudes entre eux n'est pas supé- 
rieure à celle observée pour des tumeurs issues de patients diffé- 
rents. Quoi qu'il en soit, certains gènes sont toujours fortement 
exprimés dans toutes les tumeurs HCC et de ce fait, ceux dont les 
produits sont sécrétés ou associés à la membrane peuvent servir de 
marqueurs sérologiques pour la détection précoce de cancer du 
foie et/ou servir de cibles thérapeutiques potentielles. 


a. L'initiation de la transcription des gènes structuraux 
implique trois classes de facteurs de transcription 
L'initiation de la transcription chez les eucaryotes a été très 

étudiée dans les gènes codant les protéines, c'est-à-dire les gènes 

transcnits par l'ARN polymérase II (ARNPIT). Dans le reste de 
cette section, nous nous concentrerons sur les principales décou- 
vertes de ces études. 

Les cellules eucaryotiques différenciées ont une remarquable 
capacité à exprimer sélectivement des gènes spécifiques. Les 
vitesses de synthèse d'une protéine particulière dans deux cellules 
d'un même organisme peuvent différer jusqu'à un facteur de 10°, 
ce qui fait que des gènes eucaryotiques non exprimés sont complè- 
tement silencieux. À l'inverse, les systèmes procaryotiques simple- 
ment répressibles, comme l’opéron fac de E, coli (Section 31-3B), 
ne montrent pas une différence de plus de 1000 dans leurs taux de 
transcription car ils ont des niveaux minimum de transcription non 
négligeables. Néanmoins, nous verrons plus loin que le mécanisme 
de base du contrôle de l'expression chez les eucaryotes ressemble à 
celui des procaryotes, c'est-à-dire que la liaison sélective des pro- 
téines à des séquences de contrôle génétique spécifiques module la 
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FIGURE 34-45 Activités transcriptionnelles relatives des gènes de 
tumeurs d'hépatocarcinome (HCC) déterminées avec des micro-ali- 
gnements d'ADN, Les données sont représentées sous forme de matrice, 
où chaque colonne représente un des 156 échantillons de tissus 

(82 tumeurs HCC et 74 tissus de foie non tumoral), chaque ligne repré- 
sente un gène parmi 3180 gènes (ceux qui, parmi environ 17400 gènes 
du micro-alignement d'ADN ont la plus forte variation d'activité trans- 
criptionnelle au sein des différents échantillons de tissus). Les données 
sont disposées en regroupant les gènes et les tissus d'après des simili- 
tudes, de façon à faire apparaître des profils d'expression. La couleur de 
chaque cellule de la matrice indique le niveau d'expression du gène cor- 
respondant dans le tissu considéré par rapport à son niveau moyen d'ex- 
pression dans tous les échantillons de tissus. Le rouge vif, le noir et le 
vert vif indiquent respectivement des niveaux correspondant à 4 fois, 

1 fois et 1/4 fois le niveau moyen pour ke gène considéré (comme l'in- 
dique l'échelle figurant sous la matrice). Le dendrogramme au-dessus de 
la matrice, indique les similitudes de profils d'expression entre les diffé- 
rents échantillons de tissus, [Avec l'aimable autorisation de David Bot- 
stein et Patrick Brown, École de Médecine de l'Université de Stanford.] 


Section 34-3. Contrôle de l'expression génique 1451 


L'ARNP Il, à l'inverse de l'holoenzyme de l'ARN polymérase  structuraux nécessite la présence de sept GTF, dont beaucoup sont 
procaryotique (Section 31-2), n'a qu'une petite, voire aucune des complexes multiprotéiques nommés TFIHIA, TFIIB, TFIID, 
capacité intrinsèque à se lier à son promoteur. En fait, trois classes TFIIE, TFIIF et TFIIH (Tableau 34-3 ; TF pour facteur de trans- 
différentes de ce que l’on appelle facteurs de transcription sont  cription et [I pour gènes de classe IE, ceux qui sont transcrits par 
impliquées dans la régulation de l'initiation de la transcription par  l'ARNP IT), Ces GTF se combinent de façon ordonnée avec 
l'ARNP IL, ce sont : l'ARNP II et l'ADN contenant le promoteur proche du site de 

1. Les facteurs généraux de la transcription (GTF = gene- départ de la transcription pour former ce qui est appelé le com- 
ral transcription factor, appelés aussi facteurs de base), qui sont  plexe de préinitiation (CPT), qui permet un niveau de base de la 
nécessaires à la synthèse de tous les ARNm, sélectionnent le site transcription. Le promoteur basal des gènes structuraux est en 
d'initiation de la transcription et permettent à l'ARNP II de s'y grande partie en amont du site de départ de la transcription et 
fixer, formant donc un complexe qui initie la transcription à un contient une boîte TATA, un segment sur le brin sens (le brin 
niveau « basal ». d'ADN qui a la même séquence que l'ARNm correspondant ; Sec- 

2. Les facteurs de transcription en amont sont des protéines tion 31-2A) qui est centré aux alentours de la position —27 et dont 
qui se lient à des séquences d'ADN spécifiques en amont du site la séquence consensus est TATAa/tAa/t (Fig. 31-23). Les motifs de 
d'initiation pour stimuler ou réprimer l'initiation de la transcrip- séquence d'un promoteur basal typique sont indiqués dans la 
tion par l'ARNP II complexée aux GTF. La liaison de facteurs de Fig. 34-46. Les autres parties du promoteur, sur lesquelles divers 
transcription en amont, à l'ADN, n’est pas régulée, ce qui fait facteurs de transcription vont se fixer en fonction de leurs proprié- 
qu'ils se lient à n'importe quel ADN disponible contenant leur tés, sont nommées séquences d'activation en amont (UAS pour 
séquence cible. Ceux qui sont présents dans une cellule varient  «upstream activation sequences »). Un promoteur eucaryotique 
avec le stade de développement et les besoins de la cellule; leur complet s'étend en moyenne sur plus de 100 pb. 
synthèse est régulée également. L'assemblage du complexe de préinitiation (Fig, 34-47) com- 

3. Les facteurs de transcription inductibles fonctionnent de mence par la liaison de la « protéine de liaison à la boîte TATA » 
la même façon que les facteurs de transcription en amont, mais  (TBP = TATA box binding protein) à la boîte TATA, permettant 
doivent être activés (ou inhibés) soit par phosphorylation, soit par d'identifier le site de départ de la transcription (rappelons que 
des ligands spécifiques pour pouvoir se lier à leurs sites d'ADN l'élimination de la boîte TATA ne supprime pas forcément la trans- 
cibles et moduler l'initiation de la transcription. Ils sont synthéti-  cription, mais entraîne une hétérogénéité dans le site de départ de 
sés et/ou activés dans des tissus spécifiques à des moments précis la transcription ; Section 31-2E). TBP est ensuite rejointe par une 
et régulent donc l'expression génique de manière spécifique dans série d'environ 10 facteurs associés à TBP (TAF = TBP associa- 


le temps et dans l’espace. ted factor, auparavant appelés TAF,, pour indiquer qu'ils sont 
Nous verrons ces facteurs de transcription plus loin. associés à des gènes de classe 11) pour former le complexe multi- 
protéique TFHD d'environ 700 kKD. TFHA se lie ensuite au com- 

b. Le complexe de préinitiation est un assemblage plexe TFIID-ADN et le stabilise, suivi par TFIIB. TFIIF accom- 
compliqué et de grande taille pagne alors l'ARNP IT jusqu'au promoteur d'une manière qui fait 


Des recherches poussées de nombreux laboratoires ont révélé penser à la façon dont les facteurs © interagissent avec le cœur de 
que l'initiation correcte de la transcription de la plupart des gènes l'ARN polymérase chez les bactéries (Section 31-2A et B). En 


TABLEAU 34-3 Propriétés des facteurs généraux de transcription 


Nombre de Masse chez Nombre de sous- Masse chez 
sous-unité uniques la levure unité uniques chez l'être humain 
Facteur chez la levure (kD) l'être humain (kD) Fonctions 
TFIIA 2 46 3 69 Stabilise la liaison de TBP et des TAF 
TFIIB 1 38 1 35 Stabilise la liaison de TBP; recrute 
l'ARNP 11: influence la sélection du 
point d'initiation 
TFIID Reconnaît la boîte TATA ; recrute 
TBP 1 27 1 38 TFIIA et TFIIB ; fonctions régulatrices 
TAFSs 14 1050 >=12 >960 positives et négatives 
TFIIE 2 184 2 165 Hétérotétramère &,f, ; recrute TFIH 
et stimule son activité hélicase : facilite la 
séparation des brins du promoteur 
TFIIF 3 156 2 87 Facilite le ciblage du promoteur, 
stimule l'élongation 
TFHIIH 9 518 9 470 Contient une hélicase dépendante de 


l'ATP, sert à la séparation des brins du 
promoteur et à la clairance 


“Bien que seules 12 TAF humains aient été identifiés contre 14 chez La levure, l'étroite correspondance entre chaque TAF humain connu et un des TAF de levure 
laisse penser qu'il reste deux TAF de plus à identifier chez l'être humain. 
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FIGURE 34-51 Structure par rayons X de protéines TAF formant 
des complexes semblables à ceux des histones. (a) Vue de l'hétérotétra- 
mère dTAF9(17-86)-dTAF6(1-70)&,B;, avec son axe de symétrie 

d'ordre 2 vertical. Notez que les segments de type H3 de TAF9 (en bleu 
foncé et en bleu clair) et les segments de type H4 de TAF6 (en vert clair 
et en vert foncé) adoptent tous le repliement de type histone (histone- 
fold). Notez aussi comment les paires TAF9-TAF6 s'engrènent tête-bêche 
pour former des hétérodimères, et comment les deux segments TAF9 
intéragissent via un faisceau de quatre hélices pour former l'hétérotétra- 
mère, tout à fait à la façon des histones H3 et H4 dans le cœur des 
nucléosomes (Fig. 34-7 et 34-8). [D'après une structure par rayons X de 


ceau de quatre hélices de H4-H2B ; Fig. 34-8). Cela laisse suppo- 
ser que l'octamère est maintenu assemblé par des faisceaux de 
quatre hélices, entre yTAF6 et yÿTAF12, qui ressemblent à ceux 
entre H4 et H2B que l'on trouve dans le nucléosome (Fig. 34-7h 
et 34-8). En effet, un modèle de cette interface, construit à partir 
des structures par rayons X vues précédemment, suggère que son 
faisceau présomptif de 4 hélices est remarquablement similaire à 
celui de l'interface H4-H2B. Pourtant, il semble improbable que 
cet octamère présomptif de TAF soit enroulé dans l'ADN dans le 
complexe de pré-initiation à la façon de l'octamère d'histones dans 
le nucléosome, Cela découle du fait que la plupart des résidus des 
histones établissant des liaisons déterminantes avec l'ADN dans le 
nucléosome n'ont pas été conservés dans les TAF dont nous 
venons de parler. Beaucoup de ces résidus ont, au contraire, été 
remplacés par des résidus acides biens conservés entre les diffé- 
rents TAF, il s'ensuivrait une répulsion de l'ADN anionique. 


f. Beaucoup de promoteurs de classe IE n’ont pas de boîte 
TATA 
Les promoteurs de base de 65 % des gènes de la classe IT n'ont 
pas de boîte TATA. Il s’agit surtout de gènes d'entretien, gènes 
exprimés dans toutes les cellules et à une vitesse relativement 
faible. Comment l'ARNP II peut-elle correctement initier la trans- 
cription avec ces promoteurs sans boîte TATA ? Des recherches ont 
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(b) 


Robert Rocder et Stephen Burley, Université Rockefeller PDBid ITAF.] 
(b) Hétérodimère hTAF12(57-128)-hTAF4(870-943). Notez comment le 
segment de type H2B de TAF12 (en rouge) a un repliement régulier de 
type histone alors que le segment de type H2A de TAF4 (en jaune d'or) 
n'a ni la boucle, ni l'hélice C-terminales du repliement des histones, Cela 
vient du désordre des résidus 918 à 943 de TAF4, Cependant, les deux 
sous-unités s'engrènent pour former un hétérodimère, tout à fait à la 
manière de H2B et H2A dans le cœur des nucléosomes (Fig. 34-8). 
[D'après une structure par rayons X de Dino Moras, 
CNRS/INSERM/ULP, Ilkirch, France. PDBid 1H30,] 


montré que les promoteurs sans boîte TATA contiennent souvent 
un élément appelé initiateur (Inr), allant des positions -6 à +11, 
renfermant la séquence de consensus faible YYANA/TYY, où Y est 
une pyrimidine (C ou T), N un nucléotide quelconque, et A le 
nucléotide du site de démarrage (+1) (Fig. 34-46). La présence de 
l'élément Inr est suffisante pour diriger l'ARNP II vers le site cor- 
rect de démarrage. Ces systèmes nécessitent la participation de 
beaucoup de GTF qui sont les mêmes que ceux qui initient la 
transcription des promoteurs à boîte TATA. De façon plus inatten- 
due cependant, ils nécessitent aussi TBP. Cela suggère que dans le 
cas de promoteurs sans boîte TATA, Inr recrute TFIID de sorte que 
TBP, qui en fait partie, se fixe à la région -30 de façon indépen- 
dante de la séquence, De fait, dans les promoteurs contenant la 
séquence Inr, mais également une boîte TATA, les deux éléments 
agissent en synergie pour permettre l'initiation de la transcription. 
Îl faut pourtant signaler qu'un mutant de TBP incapable de se lier 
à la boîte TATA, même s'il permet l'initiation de la transcription à 
certains promoteurs dépourvus de boîte TATA, en est incapable 
sur d'autres promoteurs. On peut donc penser que les premiers 
promoteurs ne nécessitent pas une interaction stable avec 
TBP. Certains promoteurs dépourvus de boîte TATA possède ce 
qu'on appelle un élément promoteur en aval (DPE pour 
« downstream core promoter element »), sa séquence consensus est 
RGA/TYG/A/C, où R est une purine (A ou G), cet élément se 


1456 Chapitre 34. L'expression des gènes eucaryotiques 


trouve précisément entre +28 et +32 (Fig. 34-46). Ce qui vient 
d'être dit suggère qu'il existe des variants d'au moins certains des 
GTF et des TAF, En effet, le génome humain contient de nom- 
breuses séquences apparentées à des sous-unités de TFIIA et 
TFIID, ainsi que des gènes alternatifs pour plusieurs TAF. Certains 
de ces variants de gènes ne sont exprimés que dans certains types 
cellulaires et/ou seulement à certains stades du développement. 
Les facteurs de transcription qu'ils codent reconnaissent probable- 
ment des éléments alternatifs du cœur des promoteurs et/ou sont 
responsables d'interactions sélectives avec des facteurs de trans- 
cription fixés en amont. 


g. Les gènes des classes Let IIE nécessitent aussi TBP pour 

l'initiation de la transcription 

L'ARN polymérase 1 (ARNP EL qui synthétise la plupart des 
ARNr) et l'ARN polymérase 111 (ARNP LIL. qui synthétise les 
ARNr 58 et les ARN1) nécessitent chacune un ensemble de GTF 
propre et différent de celui l'ARNP IF, pour initier la transcription 
à leurs promoteurs respectifs. Ceci n'est pas surprenant étant 
donné les organisations très différentes de ces trois classes de pro- 
moteurs (Section 31-2E). En effet, les promoteurs reconnus par 
l'ARNP I (promoteurs de classe 1) et presque tous ceux reconnus 
par l'ARNP HIT (promoteurs de classe I) n'ont pas de boîte 
TATA. La surprise fut donc grande quand il a été démontré que 
TBP est nécessaire aux ARNP Let ARNP HI, pour l'initiation. Elle 
agit en se combinant à différents ensembles de TAF pour former 
les GTF SLI (avec les promoteurs de classe 1) et TFIEIB (avec les 
promoteurs de la classe 11). Comme avec certains promoteurs sans 
boîte TATA de la classe 11, un mutant de TBP incapable de se lier 
à une boîte TATA, est toujours capable de permettre l'initiation de 
la transcription én vitro à la fois par l'ARNP Let par l'ARNP IT. I 
est clair que TBP, seul facteur de transcription universel connu, est 
une protéine inhabituellement polyvalente. 


h. Des facteurs de transcription en amont, spécifiques de 
cellules, liés à des éléments du promoteur et des 
activateurs, interviennent dans l'initiation de la 
transcription des gènes de la classe II 
Le clonage moléculaire a permis de démontrer que des élé- 

ments promoteurs et activateurs eucaryotiques sont responsables 

de l'expression de gènes spécifiques de cellules (rappelons qu'un 
activateur est une séquence de gène nécessaire pour l'activation 
complète du promoteur qui lui est associé, mais qui peut avoir 
des positions et des orientations variables vis-à-vis du promoteur ; 
Section 31-2E). Par exemple, William Rutter a lié les régions flan- 
quantes en 5” soit du gène de l'insuline, soit du gène de la chymo- 
trypsine, à la séquence codant la chloramphénicol acétyltransfé- 
rase (CAT), une enzyme facilement détectable et normalement 
absente dans les cellules eucaryotes. Un plasmide contenant le 
gène de l'insuline recombinant (avec le promoteur de l'insuline 
dirigeant le gène CAT) n'induit l'expression du gène CAT que 
lorsqu'il est introduit dans des cellules en culture qui produisent 
normalement de l'insuline. De la même manière, les recombinants 
chymotrypsine ne sont actifs que dans les cellules produisant de la 
chymotrypsine. La dissection de la séquence qui contrôle l'insu- 
line indique que le segment entre les positions —103 et —-333 
contient un activateur : il stimule la transcription du gène CAT uni- 
quement dans les cellules produisant de l'insuline, la position et 
l'onentanion de l'activateur mar rannort an promoteur n'ont nae 


Ce qui précède indique que les cellules contiennent des facteurs de 
transcription spécifiques, les facteurs de transcription en amont, 
qui reconnaissent les promoteurs et les activateurs dans les gènes 
qu'ils transcrivenr. Par exemple, Robert Tjian a isolé une protéine, 
Spl (protéine-1 de spécificité), de cellules humaines en culture, 
qui multiplie de 10 à 50 fois la transcription de gènes viraux et cel- 
lulaires contenant au moins une boîte GC correctement position- 
née [GGGCGG (Section 31-2E); Fig. 34-52]. Cette protéine se lie, 
par exemple, à la région flanquante en 5° des gènes précoces du 
virus SV40 où elle protège ses boîtes GC de la digestion par l'AD- 
Nase (Fig.34-53a ; empreintes à l'ADNase 1) et de la méthylation 
par le sulfate de diméthyle (Fig. 33-50b : empreinte au DMS). De 
même, Spl interagit spécifiquement avec les quatre boîtes GC 
dans la région en amont du gène de la dihydrofolate réductase de 
souris et avec les boîtes GC uniques dans les promoteurs des 
métallothionéines 1, et IE, humaines (les métallothionéines sont 
des protéines de liaison aux ions métalliques, impliquées dans les 
processus de détoxification des ions métalliques lourds, et dont la 
synthèse est déclenchée par ces mêmes ions). 

Les facteurs de transcription en amont sont des participants 
indispensables au contrôle de l'expression différentielle des diffé- 
rents gènes de globine chez l'embryon, le fœtus et l'adulte 
humains (Section 34-2F). Un promoteur typique de gène de glo- 
bine B possède, en plus de sa boîte TATA, deux éléments agissant 
positivement : une boîte CCAAT proche de la région —70 à —-90 et 
un motif CACCC à des endroits variables, mais souvent proche des 
positions de -95 à -120 (Section 31-2E). Leur importance est 
démontrée par le fait que les personnes portant des mutations 
ponctuelles dans leurs éléments TATA ou CACCC ont des niveaux 
réduits de globine B. Ces éléments promoteurs fixent de façon spé- 
cifique des facteurs de transcription en amont. La boîte CCAAT 
fixe le facteur de transcription ubiquitaire CP1 et l'élément 
CACCC fixe Spl qui se lie aussi à d'autres séquences du promo- 
teur globine ressemblant à des séquences de liaison consensus de 
Spl. Quatre facteurs de transcription en amont, spécifiques des 
cellules érythroïdes, sont aussi impliqués dans l'expression des 
gènes de la globine: GATA-I (il se lie à des séquences qui 
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FIGURE 34-52 Organisation et orientations relatives des boîtes GC 
dans trois promoteurs, Chaque flèche représente l'orientation de la boîte 
GC, dont la séquence est NGGGCGGNNN, Les rectangles bleus repré- 
sentent les sites de liaison à Spl: la boîte GC IV de SV40 est représentée 
en blanc parce que la liaison d’un facteur Spl à la boîte GC V empêche 
ce facteur de transcription de se lier efficacement à la boîte GC TV. Le 
site de début de la transcription est désigné par +1. DHFR = dihydrofo- 
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FIGURE 34-53 Identification des sites de liaison de Spl dans le pro- 
moteur précoce de SV40, (4) L'ADNase [ pancréatique est une endonu- 
cléae asez peu spécifique. Dans la technique des empreintes à l'AD- 
Nase 1, uni segment d'ADN marqué au XP à l'extrémité d'un de ses brins 
Est incubé avec une protéine de luson à l'ADN avant d'être digéré dans 
des conditions ménagées par l'ADNase I, de telle sorte que, en moyenne, 
chaque brin marqué n'est coupé qu'une seule fois. L'ADN est ensuite 
dénaturé, les fragments marqués obtenus sont séparés suivant leur taille 
par électrophorèse sur un gel de séquençage (Section 7-2A) et détectés 
pur autoriiographie. L'ADN non protégé est coupé plus ou moins au 
hasard et apparait donc comme une « échelle » de bandes, chacune d'elles 
représentant une augmentation de taille d'un nucléotide supplémentaire 
Ccomme dans l'échelle de séquençage : Fig. 7-14 et 7-15), Au contraire, 
au niveauides séquences d'ADN que la protéine protège des coupures à 
LPADNase !, 11 n'y à pas de bandes correspondantes. Dans l'empreinte ci- 
dessus, les colonnes marquées « 0 » correspondent au profil de digestion 
A l'ADNase | en l'absence de Spl. et dans les autres pistes, la quantité de 
Spl augmente de gauche à dronte. Les frontières de l'empreinte sont indi- 
quées pur le crochet et les positions des boîtes GC 1 à VI de SV40 sont 
indiquées également, [D'après Kadonaga, J.T., Jones, K.A., et Tijan, R., 
Trends Bivchem. Sci. LA, 21 (1986), Copyright (c}), 1986, Elsevier Biome- 
dical Press. ] (b) Le sulfate de diméthyle (DMS) méthyle les résidus G de 
l'ADN sur leur position N7. Un traitement faiblement basique excise 
mors les aucléosides CG méthylés de l'ADN, entraînant la cassure du 
squelene sucré-phosphate, Dans les empreintes au DMS, un segment 
WADN, marqué à son extrémité et associé à une protéine, est traité 
modérément avec le DMS de façon à ne provoquer qu'une coupure en 
moyenne par brin marqué, Les fragments obtenus sont séparés par élec- 
Wrophorèse sur un gel de séquençage d'ADN et détectés par autoradiogra- 
plie. Les régions d'ADN que lu protéine protège de la méthylation ne 
sont pas coupées par ce procédé et n'apparaissent donc pas dans 

= l'échelle » des Ci qui en résulte. Dans l'autoradiogramme ci-dessus, le 
nombre sous chaque piste mdique la quantité croissante, en Hi, d'une 
Imetion de Spl ajoutée à une quantité fixe du promoteur précoce de 
L'ADN de SV40, Les positions de ses boîtes GC sont indiquées. [D'après 
Cidont, D. Katonaga, 1.T., Barrera-Saldana, H, Takahashi, K., 
Chambon. P.. et Tijan. R.. Science 230, 516 (1985). Copyright (c), 1985, 
American Societv for the Advancement of Science. 
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contiennent le motif central GATA), NF-E2, un facteur nucléaire 
érythroïde (NF-E pour nuclear factor-erythroid), NF-E3 et NF-E4 
(GATA-I était précédemment dénommé NF-El). 

L'analyse de la persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale 
CHPFH), un syndrome caractérisé par une expression inappropriée 
de gènes y chez l'adulte humain (Section 34-2G), a donné des 
informations importantes sur les bases de l'expression de la glo- 
bine à des stades spécifiques. Il existe plusieurs variants de HPFH 
qui ne diffèrent de l'état normal que par une mutation ponctuelle 
dans le promoteur du gène y. De telles mutations pourraient entrai- 
ner soit une fixation plus forte du facteur de transcription à effet 
positif, soit une liaison plus faible du régulateur négatif, Ainsi, une 
mutation HPFH en position —117, située dans la partie la plus en 
amont des deux boîtes CCAAT du gène y, augmente la ressem- 
blance de ce site avec la séquence de liaison consensus de CPI, et 
entraîne une liaison deux fois plus forte de CPI au site muté, De 
même, une mutation HPFH dans une région riche en GC proche 
de la position — 200 entraîne une liaison plus forte de Spl. 


i. Les facteurs de transcription en amont coopèrent entre 
eux et avec le CPI 

Comment les facteurs de transcription en amont stimulent-ils 
(ou inhibent-ils) la transcription ? /{ est clair que quand ces pro- 
téines se lient à leurs sites d'ADN cible à proximité d'un CPI (ou 
dans certains cas à plusieurs milliers de bases de distance), ils 
activent (ou répriment) d'une manière ou d'une autre, l'initiation 
de la transcription par l'ARNP II. Des facteurs de transcription 
peuvent se lier entre eux de façon coopérative et/ou au CPI d'une 
façon semblable à la liaison des deux dimères du répresseur À et 
de l'ARN polymérase à l'opérateur O, du bactériophage À (Sec- 
tion 33-3D), stimulant ainsi (ou réprimant) de manière synergique 
l'initiation de la transcription. En effet, les expériences de clonage 
moléculaire indiquent que beaucoup d'activateurs (enhancers), et 
de répresseurs (silencers: des analogues d'activateurs dont la 
fonction est de réprimer la transcription des gènes auxquels ils sont 
associés) sont constitués de segments (modules) dont la délétion 
individuelle réduit, mais n'élimine pas la fonction d'acti- 
vation/répression. On pense que de telles organisations complexes 
permettent aux systèmes de contrôle de la transcription de 
répondre à toute une variété de stimuli d'une manière progressive, 
Toutefois, dans certains cas, plusieurs facteurs de transcription 
s'assemblent de façon coopérative avec des protéines architectu- 
rales sur un activateur d'environ 100 pb pour constituer un enhan- 
ceosome, dans lequel l'absence de n'importe laquelle de ses sous- 
unités supprime totalement sa capacité à stimuler l'initiation de la 
transcription du promoteur qui lui est associé. Cet enhanceosome 
fonctionne donc davantage comme un commutateur, que de façon 
progressive. Le rôle des protéines structurales est de courber et/ou 
de déformer par un autre moyen l'activateur pour permettre l'as- 
semblage des autres protéines de l'enhanceosome. Les enhanceo- 
somes peuvent aussi contenir des coactivateurs et/ou des corep- 
presseurs, qui sont des protéines ne se fixant pas à l'ADN mais 
interagissant plutôt avec des protéines, qui se fixent quant à elles, 
à l'ADN pour activer ou réprimer la transcription. 

Les propriétés fonctionnelles de nombreux facteurs de trans- 
cription en amont sont étonnamment simples. Ils semblent avoir 
(au moins) deux domaines : 

1. Un domaine de liaison à l'ADN qui se lie à la séquence 
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2. Un domaine contenant la fonction d'activation du facteur de 
transcription. L'analyse de séquence indique que nombre de ces 
domaines d'activation (également appelés domaines de transacti- 
vation à cause du mode d'action en trans par rapport aux gènes 
qu'ils contrôlent) ont des régions à surface acide bien mises en évi- 
dence, dont la charge négative, lorsqu'elle est augmentée ou dimi- 
nuée par mutation, entraîne respectivement une augmentation ou 
une diminution de l'activité des facteurs de transcription, Mani- 
festement, les associations entre ces facteurs de transcription et le 
CPI sont assurées par des interactions électrostatiques relativement 
peu spécifiques, plutôt que par des interactions conformationnelles 
exigeant plus de liaisons hydrogène. D'autres types de domaines 
d'activation ont également été caractérisés, dont ceux possédant 
des régions riches en résidus Gin, comme dans Spl, et ceux pos- 
sédant des régions riches en résidus Pro. 

Les fonctions de liaison à l'ADN et d'activation de l'ADN par 
les facteurs de transcription eucaryotiques peuvent être séparées 
physiquement (c'est pourquoi on pense qu'elles sont localisées 
dans des domaines différents). Ainsi, une protéine hybride créée 
par génie génétique, contenant le domaine de liaison à l'ADN d'un 
facteur de transcription et le domaine d'activation d'un second, 
active les mêmes gènes que le premier facteur de transcription. En 
fait, il y a très peu de différence fonctionnelle, que le domaine 
d'activation soit placé du côté N-terminal, ou du côté C-terminal 
du domaine de liaison à l'ADN. Cette liberté géométrique dans la 
liaison entre le domaine d'activation et sa protéine cible est confir- 
mée aussi par la grande insensibilité des facteurs de transcription 
aux orientations et positions de leurs activateurs par rapport au site 
de départ de la transcription [Section 31-2E ; c'est aussi la base du 
système double-hybride servant à identifier les protéines interagis- 
sant in vivo (Section 19-3C)].). Bien sûr, l'ADN doit faire une 
boucle entre l'activateur et son site éloigné de début de transcrip- 
tion pour permettre au facteur de transcription fixé sur l'activa- 
teur d'interagir avec le CPI fixé sur le promoteur (Fig. 31-2E). 

La synergie (coopérativité) de nombreux facteurs de transcrip- 
tion lors de l'initiation de la transcription peut se comprendre 
d'après un simple modèle de recrutement. Admettons qu’un fac- 
teur de transcription fixé à un activateur augmente l'affinité de liai- 
son d'un CPI au promoteur qui est associé à cet activateur, de sorte 
que la fréquence d'initiation par ce CPI à ce promoteur soit aug- 
menté d’un facteur 10. Si alors un autre facteur de transcription, 
qui se lie à un autre sous-site du même activateur, augmente de 
même le taux d'initiation d'un facteur 20, l'action simultanée des 
deux facteurs augmentera le taux d'initiation d'un facteur 200. 
Ainsi, un nombre limité de facteurs de transcription peut permettre 
un plus grand nombre de profils de transcription. D'après ce 
modèle, l'activation de la transcription est essentiellement un effet 
d'action de masse. La fixation d'un facteur de transcription à un 
activateur augmente la concentration réelle de ce facteur de trans- 
cription au niveau du promoteur associé (l'ADN maintien le fac- 
teur de transcription à proximité du promoteur), la conséquence en 
est l'augmentation de la vitesse de fixation du CPI au promoteur. 
Cela explique pourquoi un facteur de transcription qui n'est pas lié 
à l'ADN (et qui peut d’ailleurs ne pas avoir de domaine de liaison 
à l'ADN) inhibe l'initiation de la transcription. Ces facteurs de 
transcription non liés à l'ADN sont en compétition avec les fac- 
teurs de transcription liés à l'ADN pour l'occupation des mêmes 
sites cibles, ce qui réduit la vitesse de recrutement du CPI sur le 
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transcription dans le noyau sont presque toujours fixés à des inhi- 
biteurs en dehors des moments où ils participent activement à l'ini- 
tiation de la transcription. 


ji. Les récepteurs des stéroïdes sont des exemples de 

facteurs de transcription inductibles 

Les cellules eucaryotiques expriment beaucoup de protéines 
spécifiques de cellules, en réponse à des stimuli hormonaux variés. 
Beaucoup de ces hormones sont des stéroïdes (Section 25-6C), 
des dérivés du cholestérol qui permettent une grande variété de 
réponses à des situations physiologiques et au cours du dévelop- 
pement (Section 19-1G). Par exemple, l'administration d'æstro- 
gènes (hormones sexuelles femelles) tel que le B-æstradiol, 
entraîne dans les oviductes de poulet une augmentation du taux 
d'ARNm de l'ovalbumine de 10 à 50000 molécules environ par 
cellule, et la quantité d’ovalbumine qu'ils produisent représente la 
quasi-totalité des protéines nouvellement synthétisées, alors que 


OH 
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cette valeur était à peine décelable avant cette administration. De 
même, l'ecdysone, hormone stéroïde des insectes, est impliquée 
dans différents aspects du développement larvaire (la formation et 
la disparition des renflements de chromosomes, montrées dans la 
34-41, peuvent être induites par l'administration d'ecdysone). 
Les hormones stéroïdes, qui sont des molécules non polaires, 
diffusent spontanément à travers la membrane plasmique de leurs 
cellules cibles pour aller dans le cytoplasme où elles se lient à leurs 
récepteurs correspondants. En l'absence de leur ligand stéroïdien 
spécifique, ces récepteurs sont liés dans de grands complexes mul- 
tiprotéiques qui renferment des protéines comme 
Hsp90 et Hsp70 ainsi que des immunophilines (Sections 9-2B et 
9-2C), dont on pense qu'elles servent à maintenir le récepteur dans 
sa conformation native, afin qu'il soit prêt à reconnaître son ligand. 
Selon l'identité du récepteur, ces complexes sont soit principale- 
ment nucléaires, soit principalement cytoplasmiques. La fixation 
du stéroïde détache les récepteurs de ces complexes pour leur per- 
mettre de se dimériser. Dans le cas de récepteurs à localisation 
cytoplasmique, la liaison des stéroïdes serait également respon- 
sable du démasquage de leur signal de localisation nucléaire caché 
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FIGURE 34-60 Structure par rayons X du dimère Max(22-113) asso- 
cié à l'ADN de 22 pb contenant la séquence cible palindromique de 
6 pb de la protéine. L'ADN (en rouge) est représenté en modèle éclaté 
et la protéine homodimérique est représentée sous forme de ruban. La 
région basique N-terminale de la protéine (en verr) forme une hélice @ 
qui s'associe à sa séquence cible dans le grand sillon de l'ADN et se 
continue ensuite progressivement par l'hélice HI (en jaune) du motif 
hélice-boucle-hélice (HLH). Après la boucle (en rose), les deux hélices 
H2 (en violer) de la protéine du motif HLH forment un faisceau de quatre 
hélices de pas à gauche parallèle avec les deux hélices HL Chaque hélice 
H2 se continue ensuite doucement par le motif en fermeture éclair à leu- 
cine (Z) (en bleu clair) pour former une torsade d'hélices parallèles. Les 
extrémités N- et C-terminales de la protéine sont en blanc. [Basé sur une 
structure par rayons X de Stephen Burley, Université Rockefeller, PDBid 
IAN2.] 


deuxième hélice HLH (H2) et de la fermeture à leucine (Z), assure 
l'homodimérisation de la protéine par la formation d'une hélice 
superenroulée parallèle de pas à gauche similaire à celle du GCN4 
(Fig. 34-59). Chacune des deux hélices b/H1 du dimère sort du 
faisceau de 4 hélices parallèles pour s'engager dans l'ADN, d'une 
façon qui fait penser à une paire de pinces, en se liant dans le grand 
sillon des côtés opposés de l'hélice (de la même façon que GCN4 
pour prendre sa cible d'ADN en tenaille, bien que l'élément bZIP 
de GCNA4 ne soit constitué que de deux hélices alors qu'il y en a 
quatre dans le cas de Max). L'hélice d'ADN est essentiellement 
droite avec seulement de petites déviations par rapport à la struc- 
ture idéale d'ADN B. Chaque région basique établit différentes 
interactions spécifiques de séquence, avec les bases de l'élément 
de reconnaissance de l'ADN de 6 pb, ainsi que de nombreux 
contacts avec les groupements phosphate. Les chaînes latérales de 
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S. La liaison de NF-KB à l'ADN diffère de celle des autres 
facteurs de transcription 


Le facteur nucléaire xB (NF-KB) est un facteur de transcription 
identifié au départ par une activité nucléaire inductible se fixant à 
la séquence kB de l'activateur transcriptionnel du gène de la 
chaîne légère de l’immunoglobuline x (les gènes d'immunoglo- 
bulines sont étudiés dans la Section 35-2). Ce facteur est présent 
dans presque toutes les cellules animales, bien que son rôle soit 
particulièrement important dans le système immunitaire. /n vivo, il 
se présente principalement sous la forme d'un hétérodimère se 
liant à l'ADN, composé des protéines p50 et p65 (ou RelA) (p 
pour protéine ; le nombre indiquant la masse moléculaire nominale 
en kD). Ces deux protéines renferment un segment d'environ 300 
résidus appelé région d’homologie Rel (RHR) parce qu'on la 
trouve également dans le produit codé par l'oncogène ref. En fait, 
ps0 et p65 peuvent aussi former des homodimères se liant à 
l'ADN. Les régions RHR, responsables de la dimérisation et de la 
liaison à l'ADN, et qui contiennent les signaux de localisation 
nucléaire (NLS), sont présents dans de nombreuses protéines ser- 
vant de régulateurs dans les mécanismes de défense de la cellule 
contre le stress, les blessures et les pathogènes externes, mais aussi 
dans la différenciation. De plus, certains virus, parmi lesquels le 
VIH, ont détourné le RHR pour activer l'expression de leurs gènes. 
On distingue deux classes de protéines Rel: d'une part celles 
comme p65, c-Rel et les protéines morphogènes de Drosophila 
(protéines responsables du développement : Section 34-4B) Dor- 
sal et Dif, dont les domaines N-terminaux contiennent un RHR et 
dont les domaines C-terminaux hypervariables sont de forts acti- 
vateurs transcriptionnels, d'autre part celles comme pS0 et pS2, qui 
est très prochede pS0, qui sont générées par le clivage protéoly- 
tique de précurseurs plus longs et qui sont dépourvues des 
domaines de transactivation de sorte que leurs homodimères ont 
principalement une fonction de répresseurs. 

L'activité de NF-xB est en grande partie régulée par des pro- 
téines appelées inhibiteurs de «B (KB), Qui masque le NLS d'un 
facteur NF-KB en se liant à lui, de sorte que le complexe IKB -NF- 
KB reste dans le cytoplasme. Les facteurs IKkB contiennent de 
nombreuses répétitions ankyrine (Section 12-3D) par lesquelles ils 
se lient aux facteurs NF-xB, La présence dans le milieu extracel- 
lulaire de stimuli externes remarquablement variés, parmi lesquels 
on trouve certains produits bactériens ou viraux, différentes cyto- 
kines (Section 19-1L), des esters de phorbol (Section 19-4C), et 
des stress oxydatifs ou physiques (par exemple des radicaux libres 
ou des radiations UV), va entraîner, par l'intermédiaire de cas- 
cades de transduction, la phosphorylation des facteurs IKB par une 
IKkB kinase (IKK). Cela va alors induire l'ubiquination des fac- 
teurs IKB puis leur dégradation par le protéasome (Section 32-6B). 
NF-KB ainsi libéré va alors être transféré dans le noyau où il per- 
met l'initiation de la transcription en se liant à des segments 
d'ADN KB de 10 pb dont la séquence consensus est GGGRN- 
NYYCC. Une spécificité accrue peut être obtenue par l'interaction 
synergique de NF-xB avec d'autres facteurs de transcription fixés 
à l'ADN comme Spl. Ce processus d'activation est autorégulé par 
le fait que la transcription du gène codant la protéine KB la plus 
courante, IkBa, (dont la structure par rayons X est montrée dans 
la Fig. 12-38), est induite par la fixation de NF-KB aux sites KB du 
promoteur de ce gène. La protéine IKkB« nouvellement synthétisée 
entre dans le noyau où elle détache NF-KB complexé à l'ADN et 
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FIGURE 34-61 Structure par rayons X de l'hétérodimère NF-kBp50- 
p6$ de souris associé à l'ADN KB de l'activateur transcriptionnel de 
l'interféron. La structure est vue selon l'axe de l'ADN dont les 

deux brins ont les séquences $'-TGGGAAATTCCT-3" et 
S'-AAGGAATTTCCC-3 (Le duplex d'ADN fait 11 pb et possède | nt 
surplombant à chaque extrémité). L'ADN est en modèle en bâtonnets 
coloré selon le 1ype des atomes (C en vent. N en bleu, O en rouge et P en 
rose), La protéine est sous forme de rubans. p50 (résidus 39 à 364 sur 
435 résidus) est en jaune d'or et p6S (résidus 19 à 291 sur 549 résidus) 
en bleu clair. [D'après une structure par rayons X de Gourisankar Ghosh, 
Université de Californie, San Diego. PDBid ILES.) 


Dans un mode apparenté d'activation de NF-KkB, p50 est synthé- 
tisé en tant que domaine N-terminal de p105, une protéine dont le 
domaine C-terminal est un IKB. Le domaine IKB de p10$ empêche 
à la fois sa localisation nucléaire et sa liaison à l'ADN tout comme 
dans le cas d'autres protéines contenant un RHR. Les stimuli 
externes cités plus haut accélèrent également la maturation protéo- 
lytique de p105, Cela produit un NF-xB libre et le domaine C-ter- 
minal de p10$, contenant [KB qui comme nous l'avons dit plus haut 
va être phosphorylé et subir une dégradation protéolylique. 

La structure par rayons X de l'hétérodimère de p50 et p65 de 
souris associé au segment KB de l'activateur transcriptionnel de 
l'interféron-B a été déterminée par Gourisankar Ghosh. Elle res- 
semble fortement à un papillon, dont les sous-unités homologues de 
la protéine seraient les ailes déployées et dont l'ADN serait le 
thorax (Fig. 34-61). Les deux sous-unités protéiques ont des struc- 
tures similaires. leurs domaines C-terminaux formant l'interface de 
dimérisation et les deux domaines interagissant avec l'ADN. Les 
domaines N et C-1erminaux ont un repliement de type immunoglo- 
buline (un sandwich de 2 feuillets b antiparallèles, l'un à 3 brins, 
l'autre à 4 brins; Section 35-2B) et ils interagissent avec l'ADN 
uniquement au niveau de 10 boucles, 5 de chaque sous-unité qui 
relient leurs feuillets Bet remplissent le grand sillon de l'ADN. Les 
protéines p50 et p65 se fixent respectivement à deux sous-sites de 
5 pb et 4 pb aux extrémités 5’ et 3° de la séquence consensus, les 
deux sous-sites étant séparés par une seule paire de bases. La sur- 
face de liaison à l'ADN de la protéine est bien plus grande que celle 
d'autres facteurs de transcription, cela explique l'affinité exception- 
nellement élevée des facteurs NKkB pour leurs séquences cibles. 
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des changements n'importe où dans sa structure sont susceptibles 
de modifier la disposition de ses boucles de liaison à l'ADN. 

La comparaison des structures par rayons X de l'hétérodimère 
p50-p65 fixé à des segments d'ADN de séquences différentes, 
toutes déterminées par Ghosh, ont révélé des différences de struc- 
ture petites mais significatives entre ces différents complexes. Cela 
est principalement dû aux différents degrés de courbure des diffé- 
rents ADN KB ainsi qu'aux interactions différentes des protéines 
avec les différentes séquences de bases. Toutes entraînent de 
petites différences de conformation des protéines, par ailleurs 
identiques du point de vue chimique, dans ces complexes. Cela 
explique sans doute pourquoi lorsqu'on substitue l'élément kB 
d'un activateur par un autre élément kB on n'obtient pas le même 
niveau de transcription, même lorsque l'affinité de liaison de 
NFxB à ces segments kB isolés est la même. Il est clair que la 
façon dont NFxB interagit avec d'autres protéines fixées sur l'ac- 
tivateur (comme par exemple le récepteur des glucocorticoïdes, qui 
interagit avec p65) modifie sa capacité d'activation et ajuste ainsi 
précisément le niveau d'expression de ses gènes cibles. 


t. Le complexe médiateur fournit l'interface entre les 

activateurs de la transcription et l'ARNP II 

Les génomes eucaryotiques peuvent coder plusieurs milliers de 
régulateurs transcriptionnels des gènes de classe II (par ex. Fig. 34- 
27). Comment la fixation de ces différents régulateurs à leurs acti- 
vateurs/extincteurs influence-t-elle le taux d'initiation de la trans- 
cription par l'ARNP 11? Des études génétiques ont montré le rôle 
de TFIIB, TFIID et TFIIH dans ce processus in vivo. Néanmoins les 
activateurs ne sont pas capables de stimuler la transcription par un 
CPI reconstitué in vitro. Il est clair que cela nécessite un facteur 
supplémentaire. De fair, des études génétiques sur la levure, faites 
par Kornberg, lui avaient permis de découvrir un complexe d'envi- 
ron 1000 KD pour environ 20 sous-unités, appelé médiateur, dont 
la présence est nécessaire pour la transcription à partir de presque 
tous les promoteurs des gènes de classe II de levure. Le médiateur, 
considéré de ce fait comme un coactivateur, se fixe au domaine C- 
terminal (CTD) de la sous-unité b de l'ARNP II (Section 31-2E), 
formant ainsi l'holoenzyme ARNP IE. La poursuite des recherches 
a révélé que les métazoaires contiennent plusieurs complexes à 
nombreuses sous-unités fonctionnant d'une manière analogue à 
celle du médiateur de levure, On y trouve des complexes appelés 
CRSP, NAT, ARC/DRIP, TRAP/SMCC, mMED, et PC2 qui ont 
de nombreuses sous-unités en commun. De plus, beaucoup de leurs 
sous-unités sont apparentées bien que de façon éloignée à celles du 
médiateur de levure. Les médiateurs servent apparemment d'adap- 
tateurs pour faire un pont entre les régulateurs transcriptionnels 
liés à l'ADN et l'ARNP Il, pour influencer (en l'induisant ou en 
l'inhibant) la formation d'un CPI au promoteur associé. Ils servent 
donc à intégrer les différents signaux correspondant à la fixation de 
ces régulateurs transcriptionnels à leurs ADN cibles. On suppose 
que les différents médiateurs de métazoaires relayent les signaux de 
différents ensembles de régulateurs transcriptionnels. 

Kornberg et Francisco Asturias ont déterminé la structure à 
basse résolution (30-35 À) par microscopie électronique du média- 
teur de levure et du complexe TRAP humain (Fig. 34-62). Les 
deux particules ont une forme similaire avec des domaines « tête » 
et « corps-queue » presque à angle droit. L'image en ME de l’ho- 
loenzyme ARNP II de levure (Fig. 34-63) montre que le médiateur 
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FIGURE 3465 Structure par RMN d'une protéine HMGA la tron- 
quée, comportant uniquement ses second et troisième crochets AT, 
associée à un ADN de 12 pb riche en AT. La protéine est dessinée sous 
forme de ruban (en rose pâle), ses chaînes latérales et les atomes C,, du 
cœur invariable de la séquence des crochets AT, Arg-Gly-Arg-Pro, sont 
en modèle éclaté avec les atomes C en bleu clair et N en bleu. L'ADN 
est en modèle éclaté coloré selon le type des atomes (C en vert, N en 
bleu, O en rouge et P en jaune). Les deux crochets AT à 10 résidus de La 
protéine se fixent à deux dodécamères distincts d'ADN. Cependant, un 
seul ensemble de résonances a été observé pour l'ADN, indiquant que les 
deux structures crochet AT-ADN sont très semblables. Le segment pepti- 
dique qui relie deux crochets AT n'est pas observable et doit donc avoir 
une grande mobilité. Par conséquent, seule la structure présentée ici a pu 
être observée, Notez que le crochet AT se lie dans le petit sillon de 
l'ADN mais ne provoque pas de courbure. (D'après une structure par 
RMN de Angela Gronenbom et Marius Clore, NIH, Bethesda, Maryland, 
PDBid 2EZF.] 


somique. Les nucléosomes contenant HMGN se présentent sous la 
forme de groupes d'une moyenne de six nucléosomes contigus, ce 
qui confirme qu'ils modifient la structure intemucléosomique. La 
chromatine probablement décondensée de ces groupes, pourrait 
fournir des portes d'entrée par lesquelles des protéines régulatrices 
ont accès à leur ADN cible. 


w. Les cœurs des nucléosomes sont écartés lors de la 

progression de l’ARN polymérase 

Puisque les nucléosomes se lient à leur ADN d'une manière 
forte et très stable, comment une ARN polymérase qui transcrit 
activement l'ARN, à peu près de la taille d'un nucléosome, et qui 
doit séparer les brins de l'ADN double brin pour le transcrire, a-t- 
elle accès à l'ADN? Deux propositions ont été faites: (1) soit 
l'ARN polymérase se déplaçant induit un changement de confor- 
mation dans le nucléosome permettant à son ADN d'être transcrit 
en restant associé au nucléosome. (2) soit elle dénlace le nucléo- 
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senfeld pour les départager de la manière suivante : un cœur unique 
de nucléosome a été assemblé sur un court segment d'ADN de 
séquence définie. Ensuite, dans les conditions où les cœurs de 
nucléosomes sont stables (ils ne se décomposent ni ne se dépla- 
cent) en l'absence de transcription, l'assemblage obtenu a été liga- 
turé dans un plasmide entre un promoteur et des terminateurs de 
l'ARN polymérase du bactériophage SP6, l'ADN entre ces deux 
sites a alors été transcrit par cette enzyme. Ce traitement entraîne 
le mouvement du nucleosome vers un autre site de ce plasmide, 
avec une petite préférence pour la région non transcrite précédant 
le promoteur. Cependant, l’utilisation d'une très courte matrice 
d'ADN (227 pb) contenant le promoteur SP6 et un nucleosome lié 
a révélé que le transfert du nucléosome ne se produit que vers la 
même molécule matrice entre 40 à 95 pb en amont de son site ori- 
ginal, même en présence d'un large excès d'ADN compétiteur. Il 
est clair que l’octamère d'histone reste d'une manière ou d'une 
autre proche de l'ARN polymérase en transcription, de façon à se 
transférer sur un segment proche, du même ADN. Pour Felsenfeld, 
ceci a lieu par l'intermédiaire d'un mécanisme de boucle d'ADN 
dans lequel l’octamère d'histones se rembobine dans une nouvelle 
position derrière l'ADN polymérase qui avance lorsque la poly- 
mérase enlève l'octamère de sa position originale (Fig. 34-66). 

Comment l'ARN polymérase déplace-t-elle les nucléosomes 
de l'ADN ? L'ARN polymérase SP6, étant une enzyme de phage, 
ne peut pas avoir évolué pour interagir avec les histones, mais 
néanmoins elle semble pouvoir le faire. D'autres ARN polymé- 
rases procaryotiques peuvent aussi transcrire en présence de 
nucléosomes. Ce phénomène pourrait être facilité par le surenrou- 
lement de l'ADN induit par la transcription. Rappelons qu'une 
bulle de transcription se déplaçant (Section 31-2c) génère dans 
l'ADN des supertours positifs devant elle et des supertours néga- 
tifs derrière elle. Cependant, l'ADN nucléosomique entoure son 
cœur d’histones selon un enroulement de pas à gauche, il est donc 
surenroulé négativement (Section 29-3A). Par conséquent, une 
molécule d'ARN polymérase avançant déstabiliserait les nucléo- 
somes en aval, facilitant l'assemblage des nucléosomes dans son 
sillage ; c'est précisément ce qui est observé (mais nous allons voir 
plus loin que la cellule a plusieurs méthodes pour relâcher la prise 
des nucléosomes sur l'ADN). Les recherches ultérieures ont mon- 
tré que l'ARN polymérase III de levure, qui est nettement plus 
grosse que l'ARN polymérase SP6, interagit avec les nucléosomes 
d'une manière similaire. 


x. Des gènes actifs ont des sites de contrôle hypersensibles 

à la nucléase 

Une très légère digestion de la chromatine active transcription- 
nellement par l'ADNase I et d'autres nucléases a révélé la pré- 
sence de sites hypersensibles à l’ADNase I, qui sont environ 10 
fois plus sensibles à la coupure par l'ADNase I que les sites nor- 
malement sensibles à cette enzyme. Ces segments d'ADN spéci- 
fiques de 100 à 200 pb sont surtout localisés dans les régions 5’ 
flanquant les gènes actifs ou ceux activables transcriptionnelle- 
ment, ainsi que dans les séquences impliquées dans la réplication 
et la recombinaison. Les sites hypersensibles à la nucléase sont 
apparemment les « fenêtres ouvertes » qui permettent à la machi- 
nerie de transcription d'accéder aux séquences de contrôle de 
l'ADN. Ceci est dû au fait que les segments de gènes hypersen- 


sibles à l'ADNase 1 sont dénués de nucléosomes. Par exemple, 
fane Îne rallulnce infartfnse nar QUAI aumun Âne 494 nurlénenmeac 


“ll 


Délétion hispanique 
FIGURE 34-68 Le groupe des gènes de globine-B montrant les posi- 
tions (flèches) de ses gènes et les sites hypersensibles (HS) à l'ADNase 
L Les sites hypersensibles du coté 5’ des gènes de globine-€ (5'HS) for- 
ment la région de contrôle du locus (LCR pour « locus control region »), 


bines B humaines, entre ses sites hypersensibles, expriment de 
grandes quantités de globine f humaine dans les tissus hémato- 
poïétiques. Les sites en 5’ du groupe des gènes de globines B 
humaines, appelés régions de contrôle de locus (LCR, «locus 
control region »), servent donc à supprimer les effets de position 
sur de grandes distances (par ex. les quelques 100 kb de longueur 
du groupe des gènes de globines f). 

Les LCR semblent être activés par des protéines qui ne sont 
exprimées que dans des lignées cellulaires spécifiques (par ex. 
dans les cellules erythroïdes pour ce qui est des gènes contrôlés 
par le LCR de la globine B) et qui, d'une manière ou d'une autre 
rendent les gènes sous le contrôle du LCR susceptible d'être activé 
par des facteurs de transcription. Pour alimenter ce débat, il a été 
montré que des gènes autres que ceux des globines ayant été mis 
sous le contrôle du LCR du groupe des gènes de globines B sont 
exprimés dans les cellules erythroïdes, mais pas dans les cellules 
non erythroïdes. On trouve des LCR dans un nombre croissant de 
gènes de mammifères. Cependant la façon dont ils permettent l’ex- 
pression des gènes sous leur contrôle reste largement spéculative. 


y. Les isolateurs isolent les gènes des éléments régulateurs 

éloignés 

Nous avons vu que les activateurs ont une action qui ne dépend 
ni de leur position, ni de leur orientation Mais alors, qu'est-ce qui 
empêche un activateur de modifier la transcription de tous les gènes 
situés sur le même chromosome que lui ? Inversement, la formation 
d'hétérochromatine s'avère capable d'autonucléation. Qu'est-ce 
qui empêche l’hétérochromatine de se propager dans les segments 
voisins d'euchromatine et d'empêcher la transcription des gènes 
qui la composent ? Dans bien des cas cela semble être la tâche de 
petites (<2 kb) séquences d'ADN appelées isolateurs ou insula- 
teurs qui définissent ainsi les frontières des domaines fonctionnels. 

Parmi les isolateurs les mieux caractérisés, se trouvent les 
séquences ses et ses’ de Drosophila (scs pour structure spécialisée 
de chromatine), qui encadrent normalement deux gènes consécu- 
tifs de choc thermique 4sp70. Quand on transforme une Droso- 
phile avec le gène white (qui produit des yeux de couleur blanche ; 
Section 1-4C) avec un promoteur minimum, on obtient des lignées 
de mouches avec une couleur d'œil variable, à cause de l'effet de 
position. Alors que lorsque la construction est encadrée de ses et 
ses”, on n'obtient que des mouches avec des yeux blancs. Il est évi- 
dent que ces isolateurs surmontent l'effet de position. De plus, l'in- 
sertion de ses ou de scs’ entre un gène et ses séquences régulatrices 
en amont, supprime l'influence de ces séquences sur l'expression 
de ce gène. Plusieurs autres isolateurs ont été caractérisés, aussi 
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leur présence est nécessaire pour l'expression des gènes de type f. La 
délétion de la région LCR, comme c'est le cas dans la délétion dite hispa- 
nique, élimine totalement l'expression des gènes de type f. Les produits 
du groupe des gènes de globine-f sont étudiés dans la Section 34-2F. 


Ce qui précède indique que les isolateurs ressemblent à des 
LCR puisqu'ils suppriment les effets de position. Cependant, 
contrairement aux LCR, les isolateurs n'ont aucune propriété posi- 
tive d’activateur ou négative de répresseur sur l'expression des 
gènes qu'ils contrôlent. En fait, la seule fonction des isolateurs et 
d'empêcher des éléments régulateurs situés à l'extérieur de la 
région qu'ils isolent, d'influencer l'expression des gènes situés à 
l'intérieur de cette région. Les LCR n'ont pas cette propriété, ils 
ne protègent pas les gènes auxquels ils sont associés de l'influence 
de séquences de contrôle situées en amont du LCR. En fait, en 
amont du groupe des gènes de globine b de poulet, il y a un isola- 
teur appelé HS4 (site hypersensible 4) qui empêche les éléments 
régulateurs situés plus en amont d'influencer l'expression de ce 
groupe de gènes. 

Le mode d'action des isolateurs reste énigmatique. On pense 
que ce ne sont pas les isolateurs par eux-mêmes, mais les protéines 
qui s’y fixent qui constituent les éléments isolateurs actifs. Par 
exemple, chez Drosophila, l'insertion de l'élément transposable 
gypsy entre le promoteur du gène yellow (qui donne des mouches 
avec un corps jaune pâle plutôt que le brun-jaune de type sauvage) 
et son activateur en amont empêche cet activateur d'activer yellow, 
mais reste sans effet sur les activateurs situés en aval, La protéine 
à 12 doigts à zinc appelée Su(Hw) (pour « suppressor of hairy 
Wing»; suppresseur d'ailes poilues) se fixe spécifiquement à 
£ypsy, et elle est nécessaire pour ses propriétés de blocage de l'ac- 
tivateur, Su(Hw) se fixe aussi à la protéine Mod(mdgd) (modifica- 
teur de mdg4), elles se fixent ensemble à la matrice nucléaire 
(l'équivalent nucléaire du cytosquelette). Les études d'immunocy- 
tochimie de Victor Corces ont montré que Su(Hw) et Mod(mdg4) 
sont localisées ensemble sur plusieurs centaines de sites des chro- 
mosomes polytènes de Drosophila (Fig. 34-69) et qu'elles ont une 
répartition ponctiforme dans la matrice nucléaire. Une distribution 
analogue a été observée pour la protéine BEAF-32 (pour « boun- 
dary element associated factor of 32 kD », facteur de 32 kD asso- 
cié aux éléments frontière), qui se fixe spécifiquement à scs’ mais 
pas à scs. Ces observations laissent penser que ces protéines se 
fixent chacune à de nombreux sites isolateurs des chromosomes de 
Drosophila, ce qui suggère en retour que les isolateurs ont une 
fonction de régions d'ancrage à la matrice (MAR ; Section 34-1D) 
pour former des domaines structuraux. Ces protéines pourraient 
empêcher les activateurs situés en dehors d'un tel domaine struc- 
tural d'influencer l'expression des gènes situés à l’intérieur et 
pourraient de plus inhiber l'empiètement de l'hétérochromatine 
sur ce domaine, ce qui inactiverait la capacité transcriptionnelle du 
domaine. De même, le blocage de l’activateur du groupe des gènes 
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priété générale, bien qu'elles soient capables d'acétyler au moins 
un type d'histone à l'état libre, de ne pouvoir acétyler les histones 
dans des nucléosomes que si elles sont elles-même membre d'un 
complexe HAT. Ainsi, Gens isolée acétyle les résidus H3 Lys 14 
et plus faiblement H4 Lys 8 et 16. Cependant, lorsque Gens est 
dans SAGA, il étend sa spécificité pour H3, aux résidus Lys 9, 14 
et 18 et acétyle aussi H2B, tandis que Gen dans ADA acétyle H3 
sur ses résidus Lys 14 et 18, ainsi que H2B. Aucun de ces com- 
plexes n'acétylant H4. 

Les structures par rayons X de plusieurs HAT ont été détermi- 
nées. Celle de domaine HAT de Gens de Tetrahymena thermophila 
(résidus 48 à 210 de la protéine de 418 résidus) complexé avec un 
inhibiteur de type bisubstrat a été déterminée par Ronen Marmor- 
stein. L'inhibiteur bisubstrat (Fig. 34-714) consiste en un CoA 
dont l'atome S est lié de façon covalente, par un groupement iso- 
propionyl (qui mime un groupement acétyl) à la chaîne latérale du 
résidu Lys 14 du segment des 20 résidus N-terminaux de l'histone 
H3, La structure (Fig. 34-71b) montre que l'enzyme a une fente 
profonde et qu'il contient une région cœur commune à toutes les 
HAT de structure connue (en rose vif dans la Fig. 34-71b), elle 
comporte un feuillet B antiparallèle à trois brins relié par une 
hélice @ à un quatrième brin B ayant une interaction parallèle 
avec le feuillet B. Seuls six résidus de la queue de l'histone, de 
Gly 12 à Arg 17, sont visibles dans la structure par rayons X. La 
molécule de CoA se fixe dans la fente de l'enzyme de telle façon 
qu'il est surtout en contact avec des résidus du cœur de l'enzyme. 


La comparaison de cette structure avec d’autres structures conte- 
nant Gen indique que la fente s'est refermée autour de CoA. 


cc. Les bromodomaines recrutent les coactivateurs sur les 
résidus Lys acétylés des queues des histones 

Les différents profils d'acétylation des histones nécessaires 
pour remplir différentes fonctions (le code des histones) suggère 
que la fonction de l'acétylation des histones est de nature plus 
complexe qu'une simple atténuation des interactions entre les 
charges des queues N-terminales cationiques des histones et 
l'ADN anionique. En effet, de plus en plus de données montrent 
que les profils spécifiques d'acétylation sont reconnus par des 
modules protéiques de coactivateurs transcriptionnels d'une façon 
assez semblable à la reconnaissance de séquences phosphorylées 
spécifiques par des modules protéiques comme les domaines SH2 
et PTB, qui permettent la transduction du signal via des cascades 
de protéines-kinases (Section 19-3). De fait, presque tous les coac- 
tivateurs transcriptionnels associés à une HAT contiennent des 
modules d'environ 110 résidus appelés bromodomaines qui se 
fixent spécifiquement à des résidus Lys acétylés des histones. 
Genÿ, par exemple, est essentiellement constitué de son domaine 
HAT suivi d'un bromodomaine, tandis que TAF1 consiste essen- 
tiellement en un domaine kinase N-terminal suivi d'un domaine 
HAT et de deux bromodomaines en tandem. 

La structure par rayons X du double bromodomaine de la pro- 
téine TAFI humaine (résidus 1359 à 1638 de la protéine de 1872 


fa) Peptide N-terminal de l'histone H3 
AG—A;-R—-T-K—Q-- TA R KB T—-0—-606-K—5s—P-R-K—-0Q0—14—-0C00 


CH, 
CH; O CH 


| 
CoA—S—CH—C—NH 


Groupement 
isopropionyl 


FIGURE 34-71 Structure par rayons X de GCNS de Tetrahymena 
associé à un inhibiteur bisubstrat. (a) L'inhibiteur bisubstrat, un conju- 
gué peptide-CoA, est constitué de CoA lié de façon covalente par son 
atome S, via un groupement isopropyl à la chaîne latérale du résidu 
Lys 14 du segment N-terminal de 20 résidus de l'histone H3, (b) La pro- 
téine est représentée sous forme d'un ruban de couleur rose pâle avec sa 
région centrale en rose vif. Le conjugué peptide-CoA est représenté sous 
forme de bâtonnets colorés selon le type des atomes (C des histones en 
vent, C du groupement isopropionyl en orange, C du CoA en vert, N en 
bleu, O en rouge, S en jaune vif et P en jaune d'or). [La partie b est 
basée sur une structure par rayons X de Ronen Marmorstein, Institut 
Aictor Einitarlotmnbris Tnmmeutluraemnis HTVA A4 


(Fig. 34-74), Des études de mutagenèse indiquent que le site cata- 
lytique probable de l'enzyme est un grand sillon, bordé de résidus 
hydrophobes conservés, entre les deux domaines. 


ee. La méthylation des histones 

La méthylation des histones sur les chaînes latérales des rési- 
dus Lys et Arg des queues N-terminales des histones H3 et H4 
(Fig. 34-70) tend à éteindre les gènes associés en induisant la for- 
mation d'hétérochromatine, Les enzymes responsables de ces 
méthylations, les histone méthyltransférases (HMT), utilisent 
toutes la S-adénosyiméthionine (SAM, Section 26-3E) comme 
donneur de méthyl. Ainsi, la lysine HMT, la mieux caractérisée des 
HMT catalyse la réaction suivante : 
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Ces enzymes possèdent toutes un domaine appelé domaine SET 
{Su(var)3-9, E(Z), Trithorax], qui contient leur site catalytique. 

La lysine HMT humaine appelée SET79 monométhyle le 
résidu Lys 4 de l'histone H3. Steven Gamblin a déterminé la struc- 
ture par rayons X du domaine SET de SET7/ (résidus 108 à 366 
de cette protéine de 366 résidus) complexé à la SAM et au déca- 
peptide N-terminal de l'histone H3 dont le résidu Lys 4 est mono- 
méthylé. De façon intéressante, la SAM et le peptide substrat se 
fixent sur des cotés opposés de la protéine (Fig. 34-75), Pourtant, 
il existe un étroit tunnel à travers la protéine, dans lequel s’insère 
la chaîne latérale du résidu Lys 4 de sorte que son groupement 
amine se trouve en position favorable pour être méthylé par la 
SAM. L'arrangement des accepteurs de liaisons hydrogène pour le 
groupement amine du résidu Lys stabilise la chaîne latérale du 
résidu méthyl-Lys dans l'orientation où on la voit autour de la liai- 
son C,-N,, ce qui crée une contrainte stérique empêchant le grou- 
pement méthyl-Lys de prendre une conformation dans laquelle la 
SAM pourrait le méthyler davantage, 

Malgré d'intenses recherches, on n'a pas trouvé d'enzyme qui 
déméthyle les histones. On peut donc penser que la méthylation 
des histones serait irréversible, Pourtant on connaît plusieurs situa- 
tions dans lesquelles il semble y avoir déméthylation, même si 
c'est à un faible niveau Par exemple. chez la levure. Le résidu 
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Lys 4 de H3 est triméthylé dans les promoteurs actifs alors qu'il 
est diméthylé dans les promoteurs inactifs, cela indique que les 
histones peuvent modifier leur état de méthylation de façon réver- 
sible, Cette déméthylation pourrait être effectuée par une démé- 
thylase qui reste à caractériser, il pourrait aussi y avoir remplace- 
ment d'histone méthylée par une histone non modifiée ou y avoir 
excision protéolytique d'une queue d'histone méthylée, cela pou- 
vant être la première étape du remplacement de l'histone. 

Les histones méthylées sont reconnues par ce qu'on appelle les 
chromodomaines. Par exemple, le résidu Lys 9 de H3 se lie à la 
protéine hétérochromatique 1 (HP1), qui contient un chromodo- 
maine. Celle-ci recrute alors des protéines qui contrôlent la struc- 
ture de la chromatine et l'expression génique. Natalia Murzina et 
Earnest Lau ont déterminé la structure par RMN du chromodo- 
maine de la protéine HP1 de souris (résidus 8 à 80 de cette pro- 
téine de 185 résidus) complexé avec les 18 résidus N-terminaux de 
la queue de l'histone H3 dans laquelle les résidus Lys 4 et 9 sont 
diméthylés (Fig. 34-76). On voit que la queue de H3, en confor- 
mation allongée de type brin B< se fixe dans un sillon de la sur- 
face de HP1 (Fig. 34-76), La chaîne latérale du résidu Lys 9 de 
H3 est enfoui dans le chromodomaine (mais pas celle du résidu 
Lys 4 de H3), de sorte que ses deux groupements méthyl se trou- 
vent dans une boîte hydrophobe formée de trois résidus aroma- 
tiques conservés. Au contraire, la queue de H3 lorsqu'elle n'est pas 
méthylée, ne se fixe pas à HPI1. 

Comme cela a déjà été mentionné, l’hétérochromatine a ten- 
dance à se propager, éteignant ainsi les nouveaux gènes inclus dans 
cette hétérochromatine. L'une des voies de ce mécanisme serait via 
la fixation de HP1 aux nucléosomes dont les résidus Lys 9 de l'his- 
tone H3 ont été méthylés (cela étant corrélé à une chromatine inac- 
tive du point de vue transcriptionnel). HP1, une fois fixée, recrute 
la protéine HMT Suv39h, qui méthyle les nucléosomes voisins sur 
les résidus Lys 9 de leurs histones H3, ce qui entraîne le recrute- 
ment de davantage de HP1, etc, Cette expansion de l'hétérochro- 
matine, comme nous l'avons étudié plus haut, est empêchée par la 
présence d'un isolateur. L'isolateur HS4 du groupe des gènes de 
globine B de poulet recrute des HAT qui acétylent les résidus Lys 
9 des histones H3 sur les nucléosomes voisins (cela étant corrélé à 
un état transcriptionnellement actif), il y a ainsi blocage de leur 
méthylation, Notons que cette activité est distincte de la fonction 
de blocage des activateurs de HS4, ce processus faisant appel à la 
fixation de CTCF à un autre sous-site de HS4 que celui auquel se 
fixent les HAT, 


ff. L'ubiquitination des histones sert à réguler la 
tra 

Bien que l'ubiquitination serve surtout à marquer les protéines 
destinées à être détruites dans le protéasome (Section 32-6B), elle 
est aussi impliquée dans le contrôle de la transcription. Chez la 
levure, par exemple, la monoubiquitination du résidu Lys 123 de 
H2B (qui s'oppose à la polyubiquitination, qui marque les pro- 
téines destinées à la destruction), qui est due à l’enzyme de conju- 
gaison à l'ubiquitine (E2) Rad6 et à l’ubiquitine protéine ligase 
contenant un doigt RING (E3) Brel, est un préalable nécessaire à 
la méthylation des résidus Lys 4 et 79 de l'histone H3, Ces diffé- 
rentes modifications sont impliquées dans l'extinction des gènes 
situés près des télomères. L'hypothèse a donc été émise que l'ubi- 
quitination de H2B servirait de commutateur général contrôlant le 
profil de méthvulation à des sites enécifiaues des histones resnon- 


Aù 


FIGURE 34-76 Structure par rayons X du chromodomaine de HP1 
de souris complexe avec les 18 résidus N-terminaux de la queue de 
l'histone H3 dans laquelle Les résidus Lys 4 et Lys 9 sont diméthylés. 
Le chromodomanc de SO résidus est en rose, la queue N-terminale de 
V'histone F3 et en orange et les deux chaînes latérales de ses résidus Lys 
diméthyiés sont représentées en modèle éclaté avec les atomes C en vert, 
N en bleu et leurs groupements méthyl représentés par des sphères bleu 
clair, La chaine latérale du résidu Lys 9 de l'histone H3 est enfouie dans 
le chromodomaune, au contraire de celle du résidu Lys 4 de l'histone H3, 
[D'après une Structure par rayons X de Natalia Murzina et Earnest Laue, 
Université de Cambridge, G.-B., PDBid IGUW.] 


Tous les cucaryotes contiennent de nombreux complexes de 
remodelage de la chromatine. Ils ont été classés en trois groupes 
principaux sur la base de la similitude des sous-unités ATPase 
qu'ils contiennent : (1) Les complexes SWI/SNF, dont les ATPases 
sont homologues à Swi/Snf2 de levure et qui comprennent RSC de 
levure, Brahma de Drosophila et BRM humaine (Brahma protein 
homolog) et BRGI (Brahma related gene 1), (2) Les complexes 
ISWI (pour imitation switch), dont les ATPases sont homologues 
de ISWI1 de levure et qui comprennent les complexes ISWI et 
ISW2 de levure, ACF de Drosophila (ATP-utilizing chromatin 
assembly and remodeling factor), CHRAC (chromatin accessibi- 
lity complex), NURF (nucleosome-remodeling factor) et RSF 
humain (remodeling and spacing factor). (3) Les complexes Mi-2, 
dont les ATPases sont homologues du complexe Mi-2 de Xenopus. 
ls comprennent NuRD humain (qui, nous l'avons dit plus haut, 
contient aussi HDACI et HDAC2). Beaucoup de ces complexes 
contiennent des bromodomaines, des chromodomaines, et/ou des 
crochets AT dont on pense qu'ils recrutent les complexes sur leurs 
gènes cibles, De plus, certains complexes sont liés à des activateurs 
transeriptionnels spécifiques. 

Une image de RSC de levure, basée sur des résultats de micro- 
scopie électronique, déterminée par Asturias et Kornberg, à une 
résolution d'environ 28A, montre qu'il comprend quatre modules 
autour d'une cavité centrale (Fig. 34-77a). Des études biochi- 
miques indiquent que RSC se lie fortement aux nucléosomes dans 
un rapport | :1. En effet, la taille et la forme de la cavité centrale 
de RSC semblent adaptées à la liaison d'une unique particule cœur 


Fr CNP T EN PS HP NTDITLEENNER FOR EURE ES , Pt, PVR, OX PEUR, DOC PT 


Section 34-3, Contrôle de l'expression génique 1479 


un nucléosome sans lui faire perdre les histones qui lui sont asso- 
ciées. 
Le relâchement simultané de toutes les interactions qui main- 
tiennent l'ADN sur un octamère d'histones nécessiterait un 
énorme apport d'énergie libre, il est donc improbable. Comment 
fonctionnent alors les complexes de remodelage de la chromatine ? 
Leurs différentes sous-unités ATPase ont une région d'homologie 
avec les hélicases (Section 30-2C), bien qu'elles n'aient pas d'ac- 
tivité hélicase, Néanmoins, il semble plausible que, comme les 
hélicases, les complexes de remodelage de la chromatine se « pro- 
mènent » le long des brins de l'ADN, le moteur étant l'hydolyse 
d'ATP, Si un tel complexe était directement ou indirectement atta- 
ché à une histone, cela créerait une contrainte de torsion sur l'ADN 
du nucléosome, diminuant ainsi localement son surenroulement 
(Le superenroulement de l'ADN est traité dans la Section 29-3A). 
La zone de diminution de torsion pourrait alors diffuser le long de 
l'ADN enroulé autour du nucléosome, diminuant ainsi transitoire- 


(a) 


(b) 


FIGURE 34-77 Image de RSC de levure basée sur des données de 
ME. (a) deux vues de la structure (de face et de dos), à une résolution 
d'environ 28 À, montrent qu'elle comporte quatre modules entourant une 
cavité centrale, (b) Modèle réalisé en ajustant à la main, la structure par 
rayons X du cœur du nucléosome (Fig. 34-7) ramenée à une résolution 
de 25 À, dans la cavité centrale de la structure de RSC de la Partie a. Les 
contours du complexe sont représentés en treillis, avec RSC en rouge et 
le nucléosome, vu par la tranche, en jaune, Le nucléosome s'adapte exac- 
tement dans la cavité sans collision stérique. La barre d'échelle des deux 
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FIGURE 34-79 Le point de départ de la transcription du gène de 
l'a-amytase de souris fait l'objet d'une sélection spécifique du tissu 
pour donner des ARNm avec différentes séquences 5’ non traduites, 
segment coiffe (C) où 5’ leader, mais avec les mêmes séquences 
codantes. [D'après Young, R.A., Hagenbüchle, O., et Schibler, U., Cell 
23, 454(1981).] 


pense que les deux sites d'initiation permettraient des vitesses 
d'initiation différentes. Cette hypothèse concorde avec l'observa- 
tion que l'ARNm de l'amylase a correspond à 2% des ARNm 
polyadénylés dans la glande salivaire, mais à seulement 0,02 % 
dans le foie. 

2. Choix de sites alternatifs d’épissage: Comme nous 
l'avons vu (Section 31-4A), de nombreux gènes cellulaires font 
l'objet d'un épissage alternatif, Ainsi, certains exons dans un type 
cellulaire peuvent devenir des introns dans un autre type cellulaire 
par ex. Fig. 31-62). 

3. Contrôle du passage dans le cytoplasme : L'observation 
selon laquelle -5 % seulement des ARN nucléaires passent dans le 
cytoplasme, soit une quantité moindre que celle attendue après 
l'épissage, suggère que la vitesse de translocation dans le cyto- 
plasme, différente selon les ARNm, peut être un mécanisme de 
contrôle important de l'expression chez les eucaryotes. Il a été 
prouvé que c'était bien le cas. L'ARN cellulaire n'est jamais 
«nu», mais plutôt toujours associé à de nombreuses protéines 
(Section 31-4A). Curieusement, les ARNm nucléaires et cytoplas- 
miques sont associés à des ensembles différents de protéines, indi- 
quant qu'il y a échange de protéines au cours du déplacement de 
l'ARN hors du noyau, 

4. Contrôle de la dégradation des ARNm: Les vitesses de 
dégradation des ARNm eucaryotiques dans le cytoplasme sont très 
variables. Alors que la plupart ont des demi-vies de quelques heures 
à quelques jours, certains sont dégradés dans les 30 minutes suivant 
leur entrée dans le cytoplasme, Un ARNm donné peut être l'objet 
d'une dégradation différentielle, Par exemple, la vitellogénine, 
protéine majeure du jaune d'œuf, est synthétisée dans le foie de 
poulet en réponse aux œstrogènes (aussi bien chez le coq que chez 
la poule) et transportée vers l'oviducte par la circulation sanguine. 
Des expériences de marquage radioactif ont montré que la stimula- 
tion par les æstrogènes augmentait de plusieurs centaines de fois le 
taux de transcription de l'ARNm de la vitellogénine, et que cet 
ARNm a une demi-vie cytoplasmique de 480 h. Quand l'œstrogène 
est retiré, la synthèse de l'ARNm de la vitellogénine retrouve son 
niveau de base et sa demi-vie cytoplasmique tombe à 16 h. 

Les queues de polwA), apanages de presque tous les ARNm 
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dation (Section 31-4A). Par exemple, les ARNm d'histones qui 
sont dépourvus de queues de poly(A) ont des demi-vies beaucoup 
plus courtes que la plupart des autres ARNm. Les histones, à l'op- 
posé de la plupart des protéines cellulaires, sont abondamment 
synthétisées durant la phase S relativement courte du cycle cellu- 
laire parce qu'elles sont nécessaires en quantités massives pour la 
réplication de la chromatine (les petites quantités d’histones syn- 
thétisées durant le reste du cycle cellulaire le sont probablement 
pour être utilisées pour des réparations). Les courtes demi-vies des 
ARNm d'histones permettent d'assurer que la synthèse des his- 
tones suit la vitesse de transcription de leurs gènes. 

La présence de certaines séquences riches en AU dans les seg- 
ments 3’ non traduits est une particularité structurale qui augmente 
la vitesse de dégradation de l'ARNm. Lorsqu'on greffe ces 
séquences sur des ARNm qui n'en possèdent pas, le temps de vie 
cytoplasmique des ARNm est diminué. Dans l'ensemble cepen- 
dant, la nature des signaux par lesquels les ARNm sont sélection- 
nés pour la dégradation est mal connue, en partie sans doute parce 
que les nucléases impliquées n'ont pas été identifiées. 

5. Contrôle des vitesses d'initiation de la traduction : Les 
vitesses d'initiation de la traduction des ARNm chez les euca- 
ryotes (Section 32-4) sont sensibles à la présence de certaines sub- 
stances, comme l'hème (dans les réticulocytes) et l'interféron, 
ainsi qu'au masquage des ARNm. 

6. Choix de voies alternatives de maturation post-traduc- 
tionnelles: Aussi bien chez les procaryotes que chez les euca- 
ryotes, les polypeptides synthétisés sont l'objet de clivages pro- 
téolytiques et de modifications covalentes (Section 32-5). Ces 
étapes de maturations post-traductionnelles sont d'importants 
régulateurs d'activité enzymatique (par ex. Section 15-3E), et dans 
le cas des glycosylations, sont des déterminants majeurs pour la 
destination cellulaire finale d'une protéine (Sections 12-4C et 23- 
3B). La dégradation sélective des protéines (Section 30-6) est aussi 
un facteur important dans l'expression des gènes eucaryotiques. 


De plus, la plupart des hormones polypeptidiques eucaryo- 
tiques (dont les fonctions sont étudiées dans la Section 19-1) sont 
synthétisées sous forme de segments de précurseurs polypepti- 
diques plus grands appelés polyprotéines. Celles-ci sont clivées 
post-traductionnellement pour donner plusieurs hormones poly- 
peptidiques pas nécessairement différentes. Le profil de clivage 
d'une polyprotéine particulière peut varier selon les tissus, de 
sorte que le même produit d'un gène peut donner différents 
ensembles d'hormones polypeptidiques. Par exemple, la polypro- 
téine pro-opiomélanocortine (POMC) qui, chez le rat, est syn- 
thétisée à la fois dans les lobes antérieur et intermédiaire de l'hy- 
pophyse, contient sept hormones polypeptidiques différentes 
(Fig. 34-80). Dans ces deux lobes qui sont des glandes fonction- 
nellement distinctes, la maturation post-traductionnelle de la 
POMC conduit à un fragment N-terminal, à l'ACTH, et à la 
LPH-8. La maturation dans le lobe antérieur cesse à ce stade. 
Dans le lobe intermédiaire cependant, le fragment N-terminal est 
à nouveau coupé pour donner la MSH-Y, l'ACTH est convertie en 
MSH-a et en CLIP, alors que LPH-B est coupée en LPH-8 et en 
END-B (Fig.34-80). Toutes ces hormones ont des activités diffé- 
rentes, ce qui distingue physiologiquement les produits des lobes 
antérieur et intermédiaire de l'hypophyse. 

La plupart des sites de clivage de la POMC et d'autres poly- 
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FIGURE 34-83 Comment faire pousser des « dents chez les poules » 
(comme dans le proverbe), ici, dans l'épithélium de la mâchoire de 
l'embryon de poulet, sous l'influence du tissu mésenchymateux de 
molaire d'embryon de souris, [Avec la permission d'Edward Kollar, 
Université du Centre de Recherche sur la Santé du Connecticut.] 


tôt que les gènes de structure dont ces programmes contrôlent l'ex- 
pression (Section 7-3B). 


b. Des signaux de développement agissent par combinaison 

Un stimulus de développement supplémentaire sur une cellule 
déjà programmée modulera son état de développement, mais ne 
l'inversera pas. Regardons, par exemple, ce qui se passe dans un 
embryon de poulet si un tissu indifférencié de la base d'un bour- 
geon de patte, qui donne normalement une partie de la cuisse, est 
transplanté près de l’extrémité d'un bourgeon d'aile, qui donne 
normalement le bout d'une aile semblable à une main. Le trans- 
plant ne devient pas le bout d'une aile, ni même un tissu de cuisse 
mal placé ; au contraire, il forme un pied (Fig. 34-84). Apparem- 
ment, le stimulus qui permet à l'extrémité d'un bourgeon d'aile de 
former le bout d'une aile permet à un tissu qui est déjà orienté pour 
être une partie de patte de former un pied morphologiquement équi- 
valent à un bout d'aile, Bien sûr, les tissus nombreux et différents 
d'un organisme supérieur ne se forment pas tous en réponse à un 
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FIGURE 34-84 Du tissu présomptif de cuisse, d'un bourgeon de 
patte de poulet, donne un pied mal placé quand il est implanté juste 
en dessous de l'extrémité d'un bourgeon d'aile de poulet. 


stimulus du développement spécifique du tissu, Un tissu donné 
résulte plutôt des effets d'une combinaison particulière de stimuli 
du développement relativement non spécifiques. Cette situation, 
bien sûr, diminue fortement le nombre de stimuli différents du 
développement, nécessaires pour former un organisme complexe, 
et simplifie donc la régulation du processus de développement. 


B. Les bases moléculaires du développement 


L'étude des bases moléculaires de la différenciation cellulaire n’a 
été possible au cours des dernières décennies, qu'avec l'avènement 
des méthodes modernes de génétique moléculaire, La plupart de 
nos connaissances sur ce sujet viennent des études sur la mouche 
du vinaigre Drosophila melanogaster. Nous commencerons donc 
cette section par un rappel de l'embryogenèse de cet organisme 
multicellulaire le mieux caractérisé génétiquement. 


a. Développement de Drosophila 

Presque immédiatement après que l'œuf soit pondu (Fig. 34- 
85a) (ce qui, plutôt que la fécondation antérieure, déclenche le 
développement), celui-ci commence une série de divisions 
nucléaires synchrones, une toutes les 6 à 10 minutes. L'ADN doit 
donc être répliqué à une vitesse fulgurante, l'une des plus rapides 
connues chez les eucaryotes. Tous ses réplicons sont très proba- 
blement actifs simultanément (Section 30-4B). Le processus de 
division nucléaire est inhabituel car il n'est pas accompagné de la 
formation de nouvelles membranes cellulaires. Les noyaux conti- 
nuent à partager le même cytoplasme pour former ce que l'on 
appelle un syncytium (Fig. 34-85b), qui facilite le rythme rapide 
des divisions nucléaires, car il n'y a pas de nécessité d'augmenter 
la masse cellulaire. Après la 8° série de divisions nucléaires, les 
quelque 256 noyaux commencent à migrer vers le cortex (couche 
externe) de l'œuf, où, aux alentours de la 1 1°"%* division nucléaire, 
ils forment une monocouche entourant le centre riche en vitellus, 
formant ce qu'on appelle le blastoderme syncitial (Fig. 34-85c). 
À ce stade, le cycle mitotique tend à s’allonger dans le temps, alors 
que les gènes nucléaires, qui ont été jusqu'ici complètement enga- 
gés dans la réplication de l'ADN, deviennent actifs transcription- 
nellement (un œuf nouvellement fécondé contient une réserve 
énorme d'ARNm qui a été fourni, à travers des ponts cytoplas- 
miques, par les 15 cellules « nourricières » entourant l'ovocyte en 
développement). Pendant le 14° cycle de divisions nucléaires, qui 
dure environ 60 minutes, la membrane plasmique de l'œuf s’inva- 
gine autour de chacun des 6000 noyaux environ, pour donner une 
monocouche cellulaire autour du cœur riche en vitellus, on appelle 
ce stade, le blastoderme cellulaire (Fig. 34-854). À ce stade, 
après environ 2 heures et demie de développement, l'activité trans- 
criptionnelle du génome atteint son maximum dans l'embryon, la 
synchronisation mitotique est perdue, les cellules deviennent 
mobiles et la gastrulation commence. 

Jusqu'à ce que le blastoderme soit formé, la plupart des noyaux 
de l'embryon sont capables de coloniser n'importe quelle partie du 
cytoplasme cortical et donc de former n'importe quelle partie de la 
larve ou de l'adulte, sauf les cellules germinales [les précurseurs 
des cellules germinales, les cinq cellules polaires (Fig. 34-85c), 
s'individualisent après la ® division nucléaire]. C'est donc la loca- 
lisation d'un noyau dans le syncitium qui détermine le type de cel- 
lules de sa future descendance. Une fois le blastoderme cellulaire 
formé. les cellules s'envagent procrescivement dans des voies de 
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pattes adultes, les ailes, les antennes, les yeux, etc. (Fig. 34-86). 
Dix jours environ après le début du développement, l'adulte appa- 
raît, et dans les heures suivantes, il va commencer un nouveau 
cycle de reproduction. 


b. Les profils de développement sont sous dépendance 
génétique 

Quel est le mécanisme de formation du plan de l'embryon ? 
Dans ce qui suit, nous allons étudier uniquement le système de dif- 
férenciation antéropostérieur (de la tête à la queue). Retenons 
cependant que Drososphila a aussi un système qui commande la 
différenciation dorso-ventrale. 

Beaucoup de nos connaissances sur la formation du plan anté- 
ropostérieur proviennent de l'analyse génétique d'une série de 
mutations bizarres dans trois classes de gènes de Drosophila, qui 
codent normalement des régions de plus en plus fines de la spé- 
cialisation cellulaire de l'embryon en développement : 

1. Les gènes à effet maternel définissent la polarité de l'em- 
bryon, c'est-à-dire son axe antéropostérieur. Des mutations de ces 
gènes altèrent globalement le plan du corps de l'embryon, quel que 
soit le génotype paternel. Par exemple, les femelles homozygotes 
pour la mutation bicéphale (deux têtes) pondent des œufs qui se 
développent en monstres non viables à deux têtes. Ce sont des 
embryons avec deux extrémités antérieures pointant dans des 
directions opposées et complètement dépourvus de structures pos- 
térieures. De la même manière, les mutations bicaudales (deux 
queues) et serpent donnent des embryons à symétrie de miroir 
avec deux abdomens (Fig. 34-87a). 

2. Les gènes de segmentation assurent le nombre correct et la 
polarité des segments du corps de l'embryon. Les travaux de 
Christiane Nüsslein- Volhard et d'Eric Wieschaus ont permis de les 
classer de la façon suivante : 

a. Les gènes gap, les premiers à être transcrits dans un 
embryon en développement, divisent l'embryon en plu- 
sieurs grandes régions. Ils sont appelés ainsi parce que leurs 
mutations entraînent des lacunes dans le profil de segmen- 
tation des embryons. Par exemple, les embryons ayant des 
gènes défectueux hunchback (hb) perdent des parties de La 
bouche et des structures thoraciques. 

b. Les gènes «pair-rule» déterminent la division en seg- 
ments, des grands domaines de l'embryon. Ces gènes sont 
appelés ainsi parce que leurs mutations détruisent souvent 
des portions d'un segment sur deux. Ceci apparaît, par 
exemple, chez les embryons qui sont homozygotes pour les 
mutations du gène fushi tarazu (ftz ; traduction du japonais, 
pour segments manquants) (Fig. 34-87b). 

c. Les gènes de polarité segmentaire déterminent les polari- 
tés des segments en développement. Ainsi, les mutants 
homozygotes engrailed (en; dentelés avec des entailles 
courbes) sont dépourvus du compartiment postérieur de 
chaque segment. 

3. Les gènes sélecteurs homéotiques assurent la nature des 
segments ; les mutations homéotiques transforment une partie du 
corps en une autre. Par exemple, les mutants Antennapedia (antp, 
antenne-picd) ont des pattes à la place des antennes (Fig. 34-87c 
et d) alors que les mutations bithorax (bx), antérobithorax (abx) 
et postbithorax (pbx) transforment des segments d’haltères (ailes 
vestigiales devenues des balanciers) qui n'apparaissent normale- 


ment que sur le segment T3, en segments d'ailes correspondants 
qui se trouvent normalement sur le segment T2 (Fig. 34-87e). 


c. Les produits des gènes à effet maternel spécifient La 

polarité de l'œuf par la formation d’un gradient 

Les propriétés des mutants des gènes à effet maternel suggè- 
rent que ces gènes codent des morphogènes dont la distribution 
dans le cytoplasme de l'œuf définit le système de coordination spa- 
tiale du futur embryon. En effet, des études d'immunofluorescence 
réalisées par Christiane Nüsslein-Volhard ont démontré que le pro- 
duit du gène bicoïde (bed) est distribué selon un gradient qui dimi- 
nue vers l'extrémité postérieure de l'embryon normal (Fig. 34-88 
et 34-89), alors que les embryons provenant d’une mère où bcd 
est détruit ne possèdent pas ce gradient. Le gradient, dont l'éta- 
blissement est facilité par l'absence de frontières cellulaires dans 
le syncytium, se forme grâce à la sécrétion, par les cellules nour- 
ricières ovariennes, de l'ARNm de bcd dans l'extrémité antérieure 
de l'ovocyte durant l'ovogenèse et à sa traduction dans l'embryon 
précoce. L'ARNm du gène nanos est déposé de manière similaire 
dans l'œuf, mais il est localisé près du pôle postérieur de l'œuf 
(Fig. 34-89a). Les produits des gènes bcd et ncuios sont des fac- 
teurs de transcription qui, comme nous le verrons, régulent l'ex- 
pression de gènes gap spécifiques. D'autres gènes à effet maternel, 
qui participent à la formation de l'axe antéro-postérieur codent des 
protéines qui ont pour fonction de piéger les ARNm pour les loca- 
liser dans la région où ils ont été déposés. Ceci explique pourquoi 
les embryons précoces produits par des femelles homozygotes 
pour des mutations à effet maternel, peuvent souvent être « sau- 
vés » par injection de cytoplasme ou, quelquefois, par de l'ARNm 
seul provenant d'embryons de type sauvage précoce. Pour cer- 
taines des mutations de ce type, la polarité de l'embryon sauvé est 
déterminée par le site de l'injection. 


d. Les gènes gap sont exprimés dans des régions 
spécifiques 

L'ARNm du gène gap Aunchhack (hb) d'origine maternelle, est 
réparti de façon uniforme dans l'ensemble d'un œuf non fécondé 
(Fig. 34-89a). Cependant, la protéine Bicoïde active la transcrip- 
tion du gène embryonnaire kb, alors que la protéine Nanos inhibe 
la traduction de l'ARNm de hb. En conséquence, la protéine 
Hunchback est répartie selon un gradient décroissant de l'avant 
vers l'arrière (Fig. 34-89b). 

Des études d'empreinte à l’'ADNase I ont démontré que la pro- 
téine Bicoïde se lie à cinq sites homologues (de séquence consen- 
sus TCTAATCCC) dans la région du promoteur en amont du gène 
hb. Nüsslein-Volhard a démontré la capacité de la protéine Bicoïde 
à activer le gène hb en réalisant une fusion du promoteur kb en 
amont du gène rapporteur CAT (Section 34-3B) et en injectant 
cette construction plasmidique à de jeunes embryons de Droso- 
phila. CAT est alors produit dans le type sauvage, mais pas dans 
les embryons déficients en bcd. De plus, en utilisant des segments 
de plus en plus courts de la région du promoteur provenant de Ab, 
il a été montré qu'au moins trois des cinq sites de liaison de la pro- 
téine Bicoïde devaient être présents pour obtenir l'expression 
maximale de CAT. 

La protéine Hunchback contrôle à son tour l'expression de plu- 
sieurs autres gènes gap (Fig. 34-89c et d): des quantités impor- 
tantes de protéine Hunchback induisent l'expression du gène 


FIGURE 34-90 Embryons de Drosophila dont les protéines ont été 
colorées : Ftz (en brun) et Eve (en gris). Ces protéines sont exprimées 
Chacune dans sept bandes, d'abord relativement floues (à gauche) mais 


gap, afin de permettre l'expression des gènes pair-rule associés, en 
fonction de la combinaison particulière des différentes protéines de 
gènes gap présentes dans la bande correspondante. Ainsi dans les 
embryons déficients pour le gène giant, le bord postérieur de la 
bande 5 est absent (Fig. 34-91e). De même qu'avec les gènes gap, 
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FIGURE 34-91 Expression du gène even-skipped (eve) selon un motif 
à sept bandes dans l'embryon de Drosophila. (a) Diagramme du gène 
eve, il contient une série de modules activateurs, certains en amont de la 
région codante (er bleu), d'autres en aval, La fixation, sur ces activateurs, 
de combinaisons particulières de produits des gènes gap, présents dans 
leurs bandes respectives, induit l'expression de eve dans cette bande, On 
a indiqué les positions en kb, de différents éléments du gène, par rapport 
au point d'initiation de la transcription (flèche courbée à angle droit). Le 
gène rapporteur lacZ (en rose vif) a été placé sous le contrôle de l'activa- 
teur, soit (b) de La bande 1( en jaune), soit (c) de la bande 5 (en bleu 
clair}, soit (d) des activateurs des bandes 1 et 5 simultanément. Ces 
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devenant rapidement très nettes (à droite), [Avec la permission de Peter 
Lawrence, Laboratoire de Biologie Moléculaire MRC, G.-B.] 


les profils d'expression des gènes pair-rule primaires se stabilisent 
par interactions entre eux. 

Les produits des gènes gap primaires induisent ou inhibent 
aussi l'expression de cinq gènes pair-rule secondaires, dont ffz. 
Walter Gehring a démontré que les transcrits ffz apparaissent 
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(d) Dans un embryon de type (e) Dans un embryon où giant 
sauvage est détruit 
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sauvage. Les embryons obtenus ont été hybridés in siru avec un ARN 
lacZ antisens marqué par un colorant permettant une coloration bleue aux 
endroits où JacZ avait été transenit, puis les embryons ont été colorés par 
des anticorps anti-Eve (en orange), On voit que lacZ n'est exprimé que 
dans les bandes correspondant aux constructions injectées. (e) Lorsqu'un 
ovocyte dépourvu du gène gap giant est injecté avec la construction où 
lacZ est sous le contrôle des activateurs des bandes 1 et 5, la bande 1 est 
normale, alors qu'il manque le bord postérieur de la bande 5, Cela 
indique que la protéine Giant sert normalement à inhiber l'expression de 
eve au delà de la fin de La bande 5, [Partie a d'après un dessin de Scott 
Gilbert, Swarthmore College. Parties b, «, d et e avec l'aimable autorisa- 
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d'abord dans les noyaux qui bordent le cytoplasme cortical durant 
le 1® cycle de divisions nucléaires de l'embryon. Le taux d'ex- 
pression de ffz augmente au cours du développement de l'embryon 
jusqu'au 14° cycle de division où se forment le blastoderme cellu- 
laire, À ce stade, comme le marquage immunochimique l’a mon- 
tré, ftz est exprimé selon un profil de 7 «ceintures » autour du blas- 
toderme, larges chacune de 3 à 4 cellules (Fig. 34-90) qui 
correspondent précisément aux régions manquantes chez les 
embryons homozygotes fi, Ensuite, alors que les segments 
embryonnaires se forment, l'expression de ff: va diminuer jusqu'à 
un niveau indécelable (bien qu'elle soit réactivée ultérieurement 
durant la différenciation de cellules nerveuses spécifiques où elle 
est indispensable pour déterminer un «branchement » correct). 
Évidemment, le gène f1z doit être exprimé dans des sections alter- 
nées de l'embryon pour que se produise la segmentation normale. 


f. Les gènes de polarité segmentaire définissent les limites 
des parasegments 

L'expression de huit gènes de polarité segmentaire connus est 
initiée par les produits des gènes pair-rule. Par exemple, aux alen- 
tours du 13° cycle de divisions nucléaires, comme Thomas Kor- 
berg l'a démontré, les transcrits engrailed (en) peuvent être détec- 
tés, mais sont distribués plus ou moins régulièrement dans tout le 
cortex embryonnaire. Cependant, puisque en est exprimé dans les 
noyaux contenant de fortes concentrations des protéines Eve ou 
Ftz (Fig. 34-90), aux alentours du 14° cycle ils forment des profils 
étonnants de 14 bandes autour du blastoderme (d'étendue moitié 
moindre que celles correspondant à l'expression de /ffz). La pour- 
suite du développement révèle que ces bandes sont localisées dans 
le compartiment postérieur primordial de chaque segment (Fig. 34- 
92), ce sont justement ces compartiments qui manquent dans les 
embryons homozygotes en”, Ainsi, comme nous l'avons vu pour 
fr, le produit du gène en induit le développement de la moitié pos- 
térieure de chaque segment d'une manière différente de la moitié 
antérieure, 

Un autre gène de polarité segmentaire, wingless (wg), est 
exprimé en même temps que en, mais en bandes fines, sur le côté 
antérieur de la plupart des bandes en (Fig. 34-93). Les cellules 
exprimant les gènes en et wg définissent donc les limites de ce que 
l'on appelle les parasegments, régions embryonnaires constituées 
de la partie postérieure d’un segment et de la partie antérieure du 
segment précédent. Les parasegments ne deviennent pas des uni- 
tés morphologiques, ni chez la larve, ni chez l'adulte. Cependant, 
on peut les considérer comme les véritables unités de développe- 
ment chez l'embryon. 


g. Les gènes sélecteurs homéotiques dirigent le 

développement des segments individuels du corps 

Les composants structuraux des parties du corps qui se déve- 
loppent de façon analogue, comme les antennes et les pattes chez 
Drosophila, sont presque identiques ; seule leur organisation dif- 
fère (Fig. 34-874). Par conséquent, le rôle des gènes du dévelop- 
pement est de contrôler le profil d'expression des gènes structu- 
raux plutôt que d'activer ou d'inhiber ces gènes. Comme nous 
l'avons vu pour les gènes de segmentation, l'expression des gènes 
structuraux caractéristiques d'un tissu donné doit être contrôlée 
par un réseau complexe de gènes régulateurs. Les gènes sélecteurs 
homéotiques, comme nous allons le voir, sont les gènes « maîtres » 
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FIGURE 34-92 Hybridation ên situ montrant que le gène engrailed de 
Drosophila est exprimé dans le compartiment postérieur de chaque 
segment embryonnaire. [Avec La permission de Walter Gehring, Univer 
site de Däle. Suisse. 


La plupart des mutations homéotiques chez Drosophila (décrites 
pour la première fois en 1894 par William Bateson qui a inventé le 
terme « homéosis » pour désigner le fait que quelque chose a été 
changé en prenant l'apparence d'autre chose) correspondent à huit 
gènes apparentés qui se répartissent en deux groupes qui fonction- 
nent comme un seul groupe : le complexe bithorax (BX-C), qui 
contrôle le développement des segments thoraciques et abdomi- 
naux, et le complexe antennapedia (ANT-C), qui affecte en pre- 
mier les segments de la tête et du thorax. Des mutations récessives 
dans BX-C, lorsqu'elles sont homozygotes, provoquent le dévelop- 
pement d'un ou de plusieurs segments d'une façon qui correspond 
à celle de segments plus antérieurs. Ainsi, les mutations combi- 
nées bx, abx et pbx provoquent le développement du segment T3 
comme si c'était le segment T2 (Fig. 34-87e). De même, la délé- 
tion complète de BX-C fait ressembler à T2, tous les segments pos- 
térieurs à T2 ; apparemment, T2 correspond à un niveau minimum 
du développement de ces 10 segments. On pense que l’évolution 
de telles familles de gènes a permis l'apparition des arthropodes 
(le phylum incluant les insectes) à partir des annélides plus primi- 
tifs (vers segmentés) chez lesquels tous les segments sont presque 
identiques. 

Une analyse génétique détaillée de BX-C a conduit Edward 
B. Lewis à formuler un modèle de différenciation segmentaire 
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FIGURE 34-93 Les protéines pair-rule Eve et Fiz régulent l'expres- 

sion des gènes de polarité segmentaire engrailed (en) et wingless (wg). 
Lorsque soit Eve, soit Ftz est présente, le gène en est exprimé, alors que 
lorsque les deux protéines sont absentes, le gène wg est exprimé. Les 


chaque segment de T3 à A8, qui, pour simplifier, ont été numéro- 
tés de 0 à 8 dans la Fig. 34-94, Ces gènes, pour des raisons incon- 
nues, sont disposés dans un ordre de « gauche » à « droite » qui est 
le même que celui de l'avant vers l'arrière des segments qu'ils 
influencent. En partant de T3, les segments les plus postérieurs 
expriment progressivement plus de gènes BX-C jusqu'au segment 
A8, où tous ces gènes sont exprimés. Le destin d'un segment au 
cours du développement est donc déterminé par sa position dans 
l'embryon. 
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frontières des parasegments sont ainsi définies. On pense que d'autres 
protéines pair-rule inhibent l'expression des gènes enr et wg au centre des 
parasegments, mais non à leurs frontières. 


L'analyse de séquence de la région BX-C pose un problème par 
rapport au modèle de Lewis: BX-C ne contient que trois gènes 
codant des protéines, Ultrabithorax (Ubx), Abdominal À (Abd-A) 
et Abdominal B (Abd-B). Cependant, des analyses ultérieures ont 
montré, par exemple, que des mutations telles que bx, abx et pdx, 
dont on pensait qu'elles se produisaient sur des gènes séparés, sont 
en fait des mutations d'éléments activateurs qui permettent l'ex- 
pression spécifique du gène Ubx en fonction de la position. Ainsi, 
les neuf « gènes » du modèle de Lewis se sont révélés être des élé- 
ments activateurs des trois gènes BX-C. 


h. Les gènes du développement ont des séquences 

communes 

En caractérisant le gène Antennapedia (Antp), Gehring et Mat- 
thew Scott, chacun de son côté, ont découvert que l'ADNc de Antp 
s’hybride à la fois au gène Antp et au gène ffz, et donc, que ces 
gènes ont une séquence de base commune, Cette observation éton- 
nante a rapidement permis de découvrir que le génome de Droso- 
phila contient nombre de ces séquences dont beaucoup sont pré- 
sentes dans les complexes de gènes homéotiques ANT-C et 
BX-C. Le séquençage de l'ADN de ces gènes a révélé que chacun 


FIGURE 34-94 Modèle de la différenciation des segments embryon- 
naires chez Drosophila, dirigée par les gènes du complexe bithorax 
(BX-C). Les segments T2, T3 et AI-8 de l'embryon, comme indiqué au 
bas de la figure, sont caractérisés chacun par une combinaison unique de 
« gènes » BX-C actifs (en violer) ou inactifs (en jaune). Ces « gènes » 
(dont les analyses de séquence ultérieures ont montré qu'il s'agit en réa- 
lité d'éléments activateurs), numérotés de 0 à 8, sont probablement acti- 
vés séquentiellement de l'avant vers l'amière de l'embryon si bien que le 
segment T2, segment le plus primitif en ce qui concerne le développe- 
ment, n'a pas de gène BX-C actif, alors que dans le segment A&, ils sont 
tous actifs, Un tel profil d'expression génique peut résulter d'un gradient 
de concentration d'un répresseur de BX-C qui diminue de l'avant vers 
l'arrière de l'embrvon, [D'après Ineham. P. Trends Genet. 1,113 (1985).1 
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contient une séquence de 180 pb appelée homéodomaine ou boite 
homéotique (homeobox). Ces séquences ont une homologie de 70 
à 90 % et elles codent des segments polypeptidiques de 60 résidus, 
encore plus homologues (Fig. 34-95). 

Des études d'hybridation ultérieures, en utilisant des sondes 
d'shoméodomaines, ont conduit à la découverte vraiment éton- 
nante que des copies multiples de l'homéodomaine sont également 
présentes dans les génomes des animaux segmentés, des annélides 
aux vertébrés tels que Xenopus, les souris ou les êtres humains. 
Dans certaines de ces séquences, le degré d'homologie est remar- 
quablement élevé ; par exemple, l'homéodomaine du gène Antp de 
Drosophila et celui du gène MM3 de Xenopus codent des poly- 
peptides qui ont 59 acides aminés sur 60 en commun (Fig. 34-95). 


i. Le motif de liaison à l'ADN de l'homéodomaine 

ressemble à un motif hélice-tour-hélice 

Puisque les vertébrés et les invertébrés ont divergé il y a plus 
de 600 millions d'années, il est probable que le produit génique de 
l'homéodomaine a une fonction essentielle, Quelle peut être cette 
fonction? Le contenu d'environ 30% en résidus Arg + Lys des 
polypeptides des homéodomaines suggérait qu'ils se lient à 
l'ADN, Plus tard, des comparaisons de séquence et des études par 
RMN ont montré que ces segments polypeptidiques forment des 
motifs hélice-tour-hélice (HTH) ressemblant à ceux des régula- 
teurs géniques des procaryotes tels que le répresseur #rp de E. coli 
(Section 31-3D) et la protéine Cro du phage | (Section 33-3D). En 
effet, le polypeptide codé par l'homéodomaine du gène engrailed 
de Drosophila se lie de façon spécifique à des séquences d'ADN 
juste en amont des sites de départ de la transcription des gènes en 
et ft» De nlue La fucinn de la cénnenre en amant du oùne fr- à 


21 À Hélice 2 de l'homéodemaine ———| 40 


mn singe ppp —— 


mn a Hélice 3 de l'homéodomaine RE —_—— 2 


k-————Hélice 3 de HTH——| 
FIGURE 34-95 Séquence en acides aminés des polypeptides codés 
par les homéodomaines de 5 gènes de souris, de Xenopus et de Droso- 
phila (Ultrabithorax est un gène de BX-C). Les parties divergentes entre 
les polypeptides codés par la boîte homéotique Amp et ceux des autres 
gènes ne sont pas colorées. Chaque polypeptide possède un segment de 


19 résidus (er rouge) homologue au motif de repliement HTH de liaison 
à l'ADN des répresseurs des procaryotes. Les positions des hélices obser- 
vées par analyse par rayons X et par RMN des homéodomaines, ainsi 
que celles des hélices HTH des protéines de procaryotes sont indiquées. 


d'autres gènes impose à l'expression de ces gènes dans les 
embryons de Drosophila, le profil de bandes correspondant à ftz 
(Fig. 34-90). Ces observations suggèrent, en accord avec l'idée 
que les produits des gènes du développement agissent comme 
régulateurs de l'expression d'autres gènes, que les gènes conte- 
nant des homéodomaines codent des facteurs de transcription. En 
fait, toutes les protéines codées par les homéodomaines ne sont pas 
impliquées dans la régulation du développement. L'haméodo- 
maine est apparemment un motif génétique largement répandu qui 
code les segments de liaison à l'ADN d'un grand nombre de pro- 
téines. 

Thomas Komberg et Pabo ont déterminé la structure par 
rayons X de l'homéodomaine de 61 résidus de la protéine Engrai- 
led de Drosophila, associée à un ADN de 21 pb (Fig. 34-96). Deux 
copies de la protéine se lient à l'ADN, l'une près du centre de 
l'ADN, l'autre près d'une extrémité, où elle est aussi en contact 
avec une seconde molécule d'ADN qui, cristallisée, forme une 
hélice pseudo-continue avec la première. Les conformations des 
deux molécules de protéines et leurs contacts avec l'ADN sont 
presque identiques. Les deux homéodomaines ne sont pas en 
contact, et contrairement à d'autres motifs de liaison à l'ADN de 
structure connue, ils se lient à leur cible d'ADN sous forme de 
monomères. La structure par rayons X est tout à fait conforme à la 
structure par RMN de l'homéodomaine d'Anrennapedia associé à 
un ADN de 14 pb, déterminée par Gehring et Kurt Wüthrich. 

L'homéodomaine est constitué en grande partie, de trois hélices 
a dont les deux dernières, comme les comparaisons de séquences 
l'avaient suggéré, forment un motif HTH qui est étroitement super- 
posable aux motifs HTH des répresseurs de procaryotes, comme 
relui dun rénemecanr À (Evo 224€, C'onendent ion nue l'h£_ 


FIGURE 34-96 Structure par rayons X de l'homéodomaine de la 
protéine Engrailed associé à un ADN de 21 pb contenant sa séquence 
cible, La protéine de 60 résidus est montrée sous l’orme d'un ruban (en 
vert) avec son hélice de reconnaissance (Hélice 3, résidus 42 à 58 ; en 
jaune d'or) liée dans le grand sillon de l'ADN. L'ADN est représenté en 
modèle éclaté (er bleu clair) avec des paires de bases incluant son sous- 
site TAAT en rose vif. Un deuxième homéodomaine qui se lie à l'extré- 
mité inférieure de l'ADN d'une manière presque identique, mais qui 
n'est pas en contact avec l'homéodomaine représenté ici, a été omis pour 
plus de clarté. Notez comment le segment N-terminal (en rouge, résidus 
3 à 5; les résidus let 2 sont en désordre) se lie dans le petit sillon de 
l'ADN. [Basé sur une structure par rayons X par Carl Pabo. MIT. PDBid 
1HDD.] 


lice 3, hélice de reconnaissance du motif HTH, entre dans le grand 
sillon de son ADN cible, elle le fait de manière très différente dans 
les deux complexes. Par exemple, dans le complexe du répresseur 
À, l'extrémité N-terminale de l'hélice de reconnaissance est insé- 
rée dans le grand sillon de l'ADN, alors que dans le complexe de 
l'homéodomaine, l'ADN est déplacé vers l'extrémité C-terminale 
de l’hélice, qui est plus longue que celle du répresseur À (elle va 
des résidus 42 à 58 dans la Fig. 34-95). En conséquence, la façon 
dont la première hélice du motif HTH (hélice 2 ; résidus 28 à 37 
dans la Fig. 34-95) est en contact avec l'ADN diffère aussi entre 
ces deux complexes. 

La plupart des sites de liaison des homéodomaines ont des 
sous-séquences TAAT. On voit par rayons X que l’hélice de recon- 
naissance établit des liaisons hydrogène spécifiques avec cette 
sous-séquence dans le grand sillon de l'ADN grâce à des résidus 
très conservés dans l’homéodomaine des eucaryotes supérieurs. Il 
semble donc que le rôle de ces interactions est d'assurer l'aligne- 
ment de l’homéodomaine avec les autres bases qu'il contacte, De 
plus, deux résidus Arg conservés et localisés dans la queue N-ter- 
minale de l'homéodomaine établissent des liaisons hydrogène spé- 
cifiques avec les bases de la séquence TAAT dans le petit sillon de 
l'ADN. Ainsi, la protéine prend en tenaille la séquence TAAT des 
deux côtés. Noter que peu d'autres protéines à liaison spécifique 
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le petit sillon. Enfin, l'homéodomaine établit de nombreux 
contacts avec le squelette de l'ADN qui, pense-t-on, jouent aussi 
un rôle important dans sa liaison et sa reconnaissance. 


j. Les gènes des homéodomaines fonctionnent de manière 
analogue chez les vertébrés et chez Drosophila 
L'ensemble des gènes codant des homéodomaines sont appelés 

gènes Hox. Chez les vertébrés, ils sont organisés en quatre groupes 
de 9 à 11 gènes, chacun étant localisé sur un chromosome séparé 
et s'étendant sur plus de 100 kb. En revanche, Drosophila, comme 
nous l'avons vu, a un groupe Hox scindé en deux, alors que les 
nématodes (vers ronds), qui sont encore plus primitifs que les 
insectes sur le plan de l’évolution, n’ont qu'un groupe Hox non 
scindé. Les gènes du complexe Hox primitif sont probablement 
apparus dans un organisme primitif ancestral par une série de 
duplications de gènes, comme par la suite les quatre groupes Hox 
des vertébrés. Comme chez Drosophila, chez les vertébrés les 
gènes de chaque groupe Hox sont activés dans le même ordre, de 
gauche à droite, et sont exprimés de l'extrémité antérieure vers 
l'extrémité postérieure de l'embryon. Peut-être que cette disposi- 
tion est nécessaire pour que les gènes d'homéodomaines soient 
activés dans un ordre correct, bien que chez Drosophila, les pro- 
téines gap et pair-rule soient toujours capables d'agir sur les 
régions de contrôle de Hox qui ont été transplantées dans d’autres 
parties du génome. Quoiqu'il en soit, les différents groupes de 
gènes Hox, de même que les gènes qui les constituent, sont cer- 
tainement apparus à la suite d’une série de duplications et de diver- 
sifications de gènes dont le point de départ a été un seul gène Hox 
chez un organisme primitif ancestral. 

Les gènes Hox de vertébrés, comme ceux de Drosophila, sont 
exprimés selon des profils spécifiques et à des stades précis de 
l'embryogenèse. La plupart des gènes Hox sont exprimés au cours 
de la gestation quand l'organogenèse prévaut. Le fait que les gènes 
Hox codent directement la nature et la destinée des cellules 
embryonnaires, c'est-à-dire qu'ils sont de caractère homéotique, a 
été montré, par exemple, par l'expérience suivante : des embryons 
de souris ont été rendus transgéniques pour le gène Hox-1.1 qui a 
été placé sous le contrôle d'un promoteur actif dans toutes les par- 
ties du corps, bien que le gène Hox-1.1 ne soit normalement 
exprimé que postérieurement au cou. Les souris obtenues présen- 
taient des anomalies craniofaciales importantes telles qu'une fente 
palatine, une vertèbre supplémentaire et un disque intervertébral à 
la base du crâne. Certaines avaient aussi une paire de côtes sup- 
plémentaire dans la région du cou. Donc, ce gène Hox à « fonc- 
tionnement accru » a induit une mutation homéotique, c’est-à-dire 
un changement du profil de développement, analogue à ceux 
observés chez Drosophila. 

Les souris homozygotes résultant du remplacement de la 
séquence codante de leur gène Hox-3.1 par celle du gène lacZ dans 
des cellules souches embryonnaires naissent vivantes, mais meu- 
rent habituellement dans les jours qui suivent. Elles présentent des 
déformations du squelette dans les régions du tronc dans lesquelles 
certains segments squelettiques sont transformés en segments res- 
semblant aux segments plus antérieurs. Le profil d'activité 
B-galactosidase (Fig. 34-97), (détecté par coloration bleue après 
utilisation de X-Gal; Section 5-5C), montre aussi bien chez les 
homozygotes que chez les hétérozygotes, que la perte du gène 
Hox-3.1 modifie la nature, mais pas la position des cellules 
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FIGURE 34-97 Profil d'expression du gène Hax3,1 d'un embryon de 
souris de 12 jours et demi. La portion du gène Hox-?./ embryonnaire 
codant la protéine u été remplacée par le gène /acZ. Les régions de cet 
embryon transgénique dans lequel //ax-3./ est exprimé sont révélées par 
la couleur bleue qui se développe lorsqu'on baigne l'embryon dans un 
tampon contenant le substrat X-Gal, [Avec la permission de Philippe 
Brület, Collège de France et Institut Pasteur, France.] 


k. L'expression du gène eyeless de Drosophila induit la 
formation d’'yeux ectopiques 

Les mutations dans le gène eyeless (ey) de Drosophila ont été 
décrite en 191$ pour la première fois, les mouches obtenues ont 
des yeux dont les composants sont soit de taille réduite, soit com- 
plètement absents. L'expression de ey qui contient un homéodo- 
maine est d’abord détectée dans le système nerveux de l'embryon 
puis, plus tard, dans les ébauches embryonnaires de l'œil. Dans les 
stades larvaires suivants, il est exprimé dans les disques imaginaux 
en développement de l'œil, Des formes mutantes de quatre autres 
gènes de Drosophila, produisant un phénotype semblable, n'affec- 
tent pas l'expression du gène ey, montrant que l’action de ey est 
antérieure à celle de ces gènes. Ces observations ont conduit à 
l'hypothèse que le gène ey est un gène maître qui contrôle le déve- 
loppement de l'œil. 

Des études de Gehring, utilisant le génie génétique, ont 
confinné cette hypothèse. Par l'expression ciblée d'ADNc de ey 
dans différents primordia de disques imaginaux de Drosophila, il 
y a eu induction de la formation de constituants ectopique (en posi- 
tion anormale) de l'œil sur les ailes, les pattes et les antennes 
(Fig. 34-98) des différentes mouches. De plus, dans de nombreux 
cas, ces veux avaient une morphologie apparemment normale. Ils 
étaient constitués d'ommatidies (l'œil élémentaire constituant des 
yeux composés) avec un ensemble complet de cellules photoré- 


mc’ 
FIGURE 34-98 Yeux ectopiques dus à l'expression ciblée du gène ey de 
Drosophila dans les primordia de ses disques imaginaux, On voit ici La 
cuticule d'une tête de Drososphila adulte dans laquelle les deux antennes 
ont formé des structures oculaires qui présentent la morphologie et La pig 
mentation rouge des veux normaux, On est parvenu à exprimer ce type de 
structures oculaires de façon semblable sur les ailes et les pattes. [Avec 


l'aimable autorisation de Walter Gehring, Université de Bâle, Suisse. ] 


avec ces yeux ectopiques, c'est-à-dire si ces yeux ont établi des 
connections nerveuses correctes avec le cerveau). 

Le gène de souris Small eye (Sey ou Pax-6) et le gène humain 
Aniridia ont une séquence très similaire à celle du gène ey de Dro- 
sophila, ils sont également exprimés durant la morphogenèse, Des 
souris porteuses de mutations dans l'un de leurs deux gènes Sey 
ont des yeux atrophiés, tandis que la mutation des deux gènes Sey 
entraîne l'absence d'yeux. De même, les êtres humains hétérozy- 
gotes pour un gène Aniridia défectueux ont des défauts de l'iris, 
du cristallin, de la comée et de la rétine. Il est clair que les gènes 
ey, Sey et Aniridia sont tous trois des gènes maîtres qui contrôlent 
la formation de l'œil dans leurs organismes respectifs. Ce résultat 
est surprenant si l'on considère les énormes différences morpholo- 
giques entre les yeux d'insectes et de mammifères. Ainsi, malgré 
les 500 millions d'années écoulées depuis la divergence entre les 
insectes et les mammifères, leurs mécanismes de contrôle du déve- 
loppement se révèlent étroitement apparentés. 


1. L’acide rétinoïque est un morphogène chez les vertébrés 
L'acide rétinoïque (RA), un dérivé de la vitamine A (rétinol), 


CH, CH, 


7 CH, 


X - COOH: Acide rétinoïque (RA) 
X - CH,0H: Rétinol (vitamine A) 


a un gradient de concentration dans les membres de poulet en 
développement et est donc considéré comme un morphogène. 
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FIGURE 34-99 Régulation de l'activité 
de Cdk1 au cours du cycle cellulaire 
animal, Les explications sont données 
dans le texte, [D'après Norbury, C, et 

Nurse, P., Annu. Rev. Biochem. 61, 451 
(1992).] 


ment déphosphorylés par Cdc25C, une protéine tyrosine phospha- 
tase à double spécificité (PTP ; Section 19-3F), Cdkl est alors acti- 
vée et cela déclenche la mitose (phase M). Ce processus est 
déclenché par une phosphorylation activatrice de Cdc25C due à 
plk1 (pour polo-fike kinase 1 ; dont le nom vient de ce qu'elle est 
l'homologue de la kinase polo de Drosophila). La protéine cdk1 
activée qui en résulte, active également Cdc25C, de sorte que par 
l'intermédiaire de Cdc25, Cdk1 s'autoactive de façon explosive. 
De plus, Cdk1 inhibe sa propre inactivation en phosphorylant 
Weel et Mytl, ce qui les inactive. 


4. La cycline B subit une protéolyse rapide par le protéasome 
par la voie de l'ubiquitine, E3 étant un complexe multimérique 
appelé complexe promoteur d’anaphase (APC, anaphase-pro- 
moting complex ; Section 32-6B), puis il y a déphosphorylation 
rapide du résidu Thr 161 de Cdc2. Cela inactive Cdkl, et la cel- 
lule qui s'est divisée revient en phase G1. APC, qui est inactif 
durant les phases S et G2, est activé, en partie au moins, par Cdkl, 
qui est donc responsable de la destruction de son composant 
cycline B. 


Il existe d'autres combinaisons de Cdk et de cyclines qui com- 
mandent de la même façon d'autres parties du cycle cellulaire, en 
voici quelques unes (Fig. 34-100): Cdk4 ou son isoforme très 
proche Cdk6, qui complexée avec les cyclines de type D (cyclines 
D1, D2 et D3) dirige les événements de la phase G1 ; Cdk2 et la 
cycline E qui sont nécessaires pour franchir la frontière G1/S et 
pour démarrer la synthèse de l'ADN : et Cdk2 et la cycline A, qui 
contrôlent le passage par la phase S. Les complexes Cdk-cycline 
constituent donc les moteurs des différents processus du cycle cel- 
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b. La structure par rayons X de Cdk2 ressemble à celle de 
la PKA 
Cdk?, qui est très similaire à Cdc?, est activée par la fixation 
d'une cycline À, qui est très similaire à la cycline B, il y a alors 
phosphorylation du résidu Thr 160 catalysée par CAK. Cdk2 est 


Cak2/CycE 


mn. 


Cdk4,6/CycD 


Cdc2/CycB 
FIGURE 34-100 Complexes de kinases dépendantes des cyclines 


Cdk2/CycA 


FIGURE 34-101 Structure par rayons X de Cdk2, une kinase dépen- 
dante des cyclines. (a) Cdk2 complexée à l'ATP. La protéine est montrée 
dans l'orientation « standard » des protéine kinases, avec son lobe N-ter- 
minal en rose clair, son lobe C-terminal en bleu clair, son hélice 
PSTAIRE (résidus 45 à 56) en rose vif et sa boucle T (résidus 152 à 170) 
en orange, L'ATP est représenté en modèle compact et les chaînes luté- 
rales phosphorylables des résidus Thr 14, Tyr 15 et Thr 160 sont en 
modèle en bâtonnets, tous colorés en fonction du type de l'atome (C en 
vent, N en bleu, O en rouge et P en jaune), Comparez cette structure à 
celle de la protéine kinase À (PKA : Fig. 18-14). [Basé sur une structure 
par rayons X de Sung-Hou Kim, Université de Californie, Berkeley. 
PDBid 1HCK.] (b) Complexe entre Cdk2 phosphorylée sur son résidu 


aussi régulée négativement par la phosphorylation de son résidu 
Tyr 15, et à un niveau moindre, de son résidu Thr 14. 

La structure par rayons X de Cdk2 associée à l'ATP (Fig. 34- 
101a), établie par Sung-Hou Kim, indique que cette Ser/Thr pro- 
téine kinase monomérique de 298 résidus ressemble étroitement à 
la sous-unité catalytique de la protéine kinase A (PKA ; Section 
18-3C), une protéine dont la séquence est à 24 % identique à celle 
de Cdk2. Cependant, il y a des différences structurales et fonc- 
tionnelles significatives entre ces deux kinases : 

1. La position relative des groupements phosphate B et y de 
l'ATP dans Cdk2 doit réduire fortement la réactivité du groupe 
phosphate 7 par rapport à celle qu'il a dans le complexe ATP- PKA 
(contrôle stéréo-électronique), expliquant donc, en partie, pour- 
quoi Cdk2 prise isolément, n'a pas d'activité catalytique alors que 
la sous-unité catalytique isolée de PKA a une activité catalytique. 
L'accès des substrats protéiques au groupe phosphate y de l'ATP 
lié à Cdk2, semble être bloqué par une boucle de 19 résidus (rési- 
dus 152 à 170) de la protéine, appelée la « boucle T » parce qu'elle 
contient le résidu Thr 160. 

2. La structure par rayons X explique aussi pourquoi la phos- 
phorvlation du résidu Thr 14 inactive Cdk2: le groupement 
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T160, la cycline A et l'ATP. Cdk2 et l'ATP sont représentés comme dans 
la Partie a et vus de la même façon. La cycline A est en vert clair avec sa 
boîte cycline (résidus 206 à 306) en vert foncé. Le groupement phospho- 
ryl du résidu phospho-Thr 160 de Cdk2 est représenté en modèle com- 
pact. Notez comment la fixation de la cycline A et la phosphorylation du 
résidu Thr 160 de Cdc2 ont causé une réorganisation structurale impor- 
tante de la boucle T ainsi que des ajustements conformationnels significa- 
tifs du lobe N-terminal de Cdk2, y compris de son hélice PSTAIRE, 
Notez également les conformations différentes du groupement triphos- 
phate de l'ATP dans les deux structures. [D'après une structure par 
rayons X de Nikola Pavletich, Centre anticancéreux Sloan-Kettering, 
New York, New York. PDBid LST.] 


hydroxyle de cette chaîne latérale est proche du groupe phos- 
phate y de l'ATP, de sorte que la phosphorylation du résidu Thr 14 
détruit probablement la conformation des groupements phosphate 
de l’ATP. Par contre, on ne sait pas comment la phosphorylation 
du résidu Tyr 15 affecte l'activité de Cdk2. 


©. La fixation de la cycline A et la phosphorylation du 
résidu Thr 160 réorganisent la conformation de Cdk2 
La structure par rayons X de la protéine Cdk2 humaine phos- 
phorylée sur son résidu Thr 160, complexée avec de l'ATP et la 
partie C-terminale de la cycline A humaine (résidus 173 à 432) a 
été déterminée par Pavletich, elle montre que la cycline A se fixe 
sur la face « arrière » de Cdk2 (Fig. 34-101b). Elle interagit là avec 
les deux lobes de Cdk2, en formant une interface protéine-protéine 
étendue et continue, La cycline A est principalement constituée 
d'un faisceau de 12 hélices a (aucun feuillet B) dans lequel la 
boîte cycline forme les hélices 2 à 6. De façon intéressante, les 
hélices 7 à 11 forment un faisceau qui est presque superposable a 
celui de la boîte cycline bien que ces deux motifs ne présentent que 
peu de similitude de séquence. La comparaison des structures par 
ravons X de la cycline A libre et de sa forme complexée avec cdk? 
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indique que la cycline À ne subit aucun changement important de 
conformation en se fixant à cdk2. Par contre, la fixation de la 
cycline À provoque un changement significatif de la conformation 
de cdk2 dans la région autour de sa fente catalytique. En particu- 
lier, l'hélice a N-terminale de Cdk2, qui contient le motif de 
séquence PSTAIRE, caractéristique de la famille Cdk, tourne de 
90° autour de son axe et se déplace de plusieurs angstrôms dans la 
fente catalytique par rapport à sa position dans cdk2 libre, cette 
hélice est alors au contact du segment de la cycline A contenant la 
boîte cycline. Ce mouvement amène le résidu Glu 51 (le E de 
PSTAIRE) de sa position exposée au solvant à l'extérieur de la 
fente catalytique dans Cdk?2 libre, à une position à l'intérieur de la 
fente catalytique, où il forme une liaison ionique avec le résidu 
Lys 33. Dans le cas de Cdk2 libre ce résidu forme plutôt une liai- 
son ionique avec le résidu Asp 145. Ces trois chaînes latérales 
(Lys 33, Glu 51 et Asp 145), qui sont conservées dans toutes les 
protéines kinases eucaryotiques, participent à la coordinance du 
phosphate de l'ATP et de l'ion Mg}. Leur réorientation confor- 
mationnelle lors de la fixation de la cycline A les place apparem- 
ment dans une disposition active du point de vue catalytique. 

La fixation de la cycline À induit aussi une réorganisation 
importante de la conformation de la boucle T de Cdk2 avec des 
déplacements des positions atteignant 21 À, de sorte que la 
boucle T, qui est maintenant également au contact de la boîte 
cycline, adopte une conformation de son squelette qui ressemble 
étroitement à la région analogue de PKA dans sa forme catalyti- 
quement active. Ces mouvement augmentent grandement l'accès 
d'un substrat protéique à l’ATP, fixé au fond de la fente, qui a pris 
une conformation plus réactive que dans Cdk2 libre. Le groupe- 
ment phosphate du résidu Thr 160 s'ajuste exactement dans une 
poche positivement chargée composée des trois résidus Arg et qui 
se forme en partie lors de la fixation de la cycline A. En fait, la 
comparaison de cette structure avec celle dans laquelle le résidu 
Thr 160 n'est pas phosphorylé indique que la phosphorylation du 
résisu Thr 160 induit des changements de conformation activateurs 
dans la fente catalytique du complexe cycline A-Cdk2 tout en 
contribuant à la réorganisation de la boucle T. 


d. Les inhibiteurs de Cdk permettent d'arrêter le cycle 

cellulaire 

En plus de leur contrôle par phosphorylation/déphosphoryla- 
tion et par la fixation de la cycline appropriée, l'activité des Cdk 
est régulée par des inhibiteurs de kinases dépendants des 
cyclines (CKI, cyclin-dependent kinase inhibitor), qui induisent 
l'arrêt du cycle cellulaire en réponse à des signaux antiproliféra- 
tifs tels que le contact avec d'autres cellules, des dégâts de l'ADN, 
la différenciation terminale, et la sénescence (pour laquelle l'ar- 
rêt du cycle est définitif). Les CKI connues ont été regroupées 
d'après leurs séquences et leurs similitudes fonctionnelles en deux 
familles : (1) la famille Kip/Cip (kinase interacting protein/cyto- 
kine-inducible protein), dont les membres inhibent la plupart des 
complexes Cdk-cycline (mais pas Cdk4/6-cycline D) et peuvent se 
lier à des Cdk ou des cyclines isolées, même si c'est avec une affi- 
nité moindre que dans le cas des complexes Cdk-cycline ; et (2) la 
famille INK4 (inhibitor of Cdk4 and Cdk6), dont les membres 
inhibent spécifiquement Cdk4 et Cdk6 (qui avec la cycline D per- 
mettent la progression du cycle cellulaire à travers la phase G1; 
Fig. 34-100) et peuvent se fixer soit aux Cdk isolées soit à leur 
complexe avec la evcline D. L'importance des CKI est indiquée 


pl6NKS est mutée dans environ un tiers de tous les cancers 
humains, p21%P! bloque le cycle cellulaire sous la direction de p53 
(voir plus loin), et p27" "1 (aussi appelée p27°%2) est susceptible 
d'être dégradée dans plusieurs types de cancers et son faible 
niveau est corrélé avec un mauvais pronostic clinique. De plus, 
certains virus d'herpes, y compris le virus herpétique associé au 
sarcome de Kaposi, expriment une cycline de type D oncogénique 
appelée cycline K qui se fixe à Cdk4/6 pour l’inactiver, contribuant 
ainsi à la dérégulation du cycle cellulaire. 

Les membres de la famille Kip/Cip ont des segments N-termi- 
naux homologues d'environ 65 résidus qui sont nécessaires et suf- 
fisant pour la fixation et l'inhibition des complexes Cdk/cycline, 
tandis que leurs segments C-terminaux sont divergents tant par 
leurs longueurs, que par leurs séquences et leurs fonctions. p27"#! 
est un inhibiteur de Cdk2 que l’on trouve dans les cellules qui ont 
été traitées avec la protéine antimitotique appelée TGFB (trans- 
forming growth factor f, facteur de croissance transformant f). 
La structure par rayons X du domaine inhibiteur N-terminal (rési- 
dus 25-93) de p27"P! humain de 198 résidus, fixé au complexe 
humain cycline A-Cdk2, dans lequel Cdk2 est phosphorylée sur 
son résidu Thr 160, a été déterminée par Pavletich (Fig. 34-102). 
Le domaine inhibiteur de P27 est drapé en travers de Cdk2 et de 
la cycline A, sous forme allongée, il ne possède pas de cœur hydro- 
phobe propre et ses éléments de structure secondaire n'interagis- 
sent pas les uns avec les autres. L'extrémité N-terminale de p27 
interagit avec la cycline A, dont la conformation n'est pour ainsi 
dire pas affectée par cette interaction. Par contre, la fixation du 
segment C-terminal du domaine inhibiteur de p27 à Cdk2 pro- 
voque d'importants changements de conformation dans Cdk2, qui 
déstabilisent vraisemblablement sa liaison à l'ATP. Mieux encore, 
ce segment C-terminal s'étend dans la fente du site actif de Cdk2, 
où la chaîne latérale de son résidu Tyr 88 conservé mime la fixa- 
tion de la molécule d'adénine de l'ATP aussi bien par sa position 


FIGURE 34-102 Structure par rayons X du complexe ternaire Cdk2- 
Cycline A-p27%b!, Cdk2 et la cycline À sont colorées comme dans la 
Fig.34-101 et p27KP! est en bleu. Le complexe est vu selon l'axe de l'hé- 
lice PSTAIRE de Cdk2 (approximativement depuis la droite de la Fig. 
34-101). La chaîne latérale du résidu Tyr 88 de p27*%!, qui est dessinée 
en modèle compact avec les atomes C en vert et O en rouge, occupe le 
site de fixation du groupement adénine de l'ATP. [D'après une structure 


near raunne Ÿ Aa Nils Dutuih Contes Antiranréemers Clan V'uttnrins 


FIGURE 34-105 Structure par rayons X du domaine de liaison à 
l'ADN de la protéine pS3 humaine associée à sa cible d'ADN, La pro- 
téine est montrée en ruban (en bleu clair), l'ADN, en forme d'échelle, avec 
ses bases représentées par des cylindres (en bleu foncé), L'ion Zn°* lié au 
centre d'un tétraèdre est représenté par une sphère rouge et les chaînes 
lmtérales des résidus les plus fréquemment mutés dans les tumeurs 
humaines, sont en modèle en bâtonnets (en jaune) et identifiées par leur 
code à une lettre. [Avec lu permission de Nikola Pavletich. Centre Antican- 
céreux Sloan-Kettering, New York, New York. PDBid ITSR.] 


boucle-feuillet-hélice sont insérées dans le grand sillon de l'ADN 
où elles établissent des contacts spécifiques de séquence avec les 
bases (Fig. 34-105, en bas à droite). L'une des plus grandes 
boucles présente une chaîne latérale (Arg 248) qui s'emboite dans 
le petit sillon (Fig. 34-105, en haut à droite), La protéine est aussi 
en contact avec le squelette de l'ADN entre le petit sillon et le 
grand sillon dans cette région (en particulier par l'intermédiaire du 
résidu Arg 273). 

La caractéristique la plus étonnante de cette structure est son 
motif de liaison à l'ADN, constitué de régions conservées qui 
incluent les résidus les plus fréquemment mutés dans les variants 
de p53 trouvés dans les tumeurs. Parmi eux, il y a un résidu Gly 
et cinq résidus Arg (en jaune dans la Fig. 34-105) dont les muta- 
tions représentent globalement plus de 40% des variants de p53 
dans les tumeurs. Les deux résidus les plus fréquemment mutés, 
Arg 248 et Arg 273, sont, comme nous l'avons vu, en contact 
direct avec l'ADN. Les quatre autres résidus « points chauds de 
mutation» semblent jouer un rôle crucial dans la stabilisation 
structurale de la surface de liaison à l'ADN de p53, La structure 
secondaire relativement éparpillée des segments polypeptidiques 
formant cette surface (une hélice et trois boucles) entre en ligne 
de compte dans cette forte sensibilité aux mutations. Son inté- 
grité structurale dépend principalement des interactions spéci- 
fiques de type chaîne latérale-chaîne latérale et chaîne latérale- 
squelette. 


h. p53 est un senseur qui intègre l'information de 
plusieurs voies 
La protéine p53 peut être activée par plusieurs autres voies, 
Ainsi, des signaux de croissance aberrants comme ceux générés 
par des variants oncogéniques des composants de la cascade des 
MAP kinases tel Ras, stimulent l'expression de différents facteurs 
de transcription (Fig. 19-38). Beaucoup d'entre eux sont les pro- 
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cription du gène codant pl9%%F (chez la souris : chez l'être humain 
p14MRF), qui code également p16"K%, En fait, ces deux protéines, 
qui n'ont pas de similitude de séquence sont exprimées par épis- 
sage alternatif de leurs premiers exons, qui sont traduits dans des 
phases de lecture différentes pour les deux protéines (ARF pour 
« alternative reading frame protein », protéine d'une autre phase de 
lecture), il s'agit d’un exemple sans précédent d'économie d'in- 
formation génomique chez les eucaryotes supérieurs, alors que ce 
phénomène est fréquent chez les bactériophages (Section 32-1D). 
La protéine p19%%F se fixe à Mdm2, dont elle inhibe l'activité, 
empêchant ainsi la dégradation de p53 et déclenchant donc les 
programmes de transcription dépendants de p$3 qui aboutissent à 
l'arrêt du cycle cellulaire ou à l'apoptose (Section 34-4E). Il est 
évident que pl9ARF agit en tant que constituant d'un système de 
sécurité dépendant de p53, qui contrecarre les signaux hyperproli- 
fératifs. 

Une troisième voie d'activation pour p53 est induite par toutes 
sortes d'agents chimiothérapeutiques qui altèrent l'ADN, par des 
inhibiteurs de protéine kinases et par les rayons UV. Il y a activa- 
tion de ATR qui phosphoryle p53, réduisant ainsi son affinité pour 
Mdm2, plus ou moins de la même façon que dans le cas de ATM 
et Chk2. 

La protéine p$3 fait aussi l'objet de diverses modifications 
post-traductionnelles réversibles qui ont une influence marquée sur 
l'expression de ses gènes cibles. Il y a ainsi, acétylation de plu- 
sieurs résidus Lys, glycosylation, ribosylation et sumoylation (Sec- 
tion 32-6B), mais aussi phosphorylation sur de nombreux résidus 
Ser/Thr et ubiquitination. La protéine p$3 ne se fixe à de petits 
fragments d'ADN qui contiennent ses sites cibles, que si son 
domaine C-terminal a été soit enlevé soit modifié par phosphory- 
lation et/ou acétylation, Pourtant les données de RMN indiquent 
que le domaine C-terminal n'interagit pas avec les autres domaines 
de p53. Cela laisse penser que les domaines C-terminal et central 
de p53 sont en compétition pour leur fixation à l'ADN tant que le 
domaine C-terminal n'a pas été modifié. 

Nous avons à peine entrevu le grand nombre de signaux intra- 
cellulaires que reçoit la protéine pS3, et comment, en retour, elle 
contrôle l'activité d'un grand nombre de régulateurs en aval 
d'elle. Une façon de comprendre l'action de ce réseau très com- 
plexe et interconnecté est son analogie avec l'Internet. Dans l'In- 
termet (la cellule), un petit nombre de serveurs fortement connec- 
tés ou centres (protéines « maîtres ») transmettent de l'information 
venant de, ou allant vers un grand nombre d'ordinateurs ou nœuds 
(autres protéines) qui interagissent directement avec seulement 
quelques autres nœuds (protéines). Dans un tel réseau, la perfor- 
mance globale n'est pratiquement pas affectée par l'inactivation 
d'un des nœuds (autres protéines). Cependant, l'inactivation d'un 
centre (protéine « maître ») aura un gros impact sur la performance 
du système, La protéine p53 est une protéine « maître », c'est-à- 
dire qu'elle est l'analogue d'un centre, L'inactivation de l'une des 
nombreuses protéines qui influencent ses performances ou de l'une 
des nombreuses protéines dont elle influence l'activité, n'a en 
général que peu d'effet sur les évènements cellulaires, à cause de 
la redondance et du haut degré d'interconnexion des composants 
du système, Par contre, l'inactivation de p53 ou de plusieurs des 
protéines qui lui sont le plus étroitement associées (par ex. Mdm2) 
interrompt les réponses cellulaires aux altérations de l'ADN et aux 
stress prédisposant aux tumeurs. Néanmoins, une compréhension 
quantitative du fonctionnement et des dysfonctionnements du 


FIGURE 34-106 Structure par rayons X du domaine de la poche de 
pRb associé avec le peptide de 18 résidus, de E2F, se liant à la pro- 
téine pRb. Les hélices des boîtes À et B sont respectivement représen- 
1ées sous forme de cylindres rouges et bleus, et la chaîne principale du 
peptide de E2F est représentée sous la forme d'un serpent jaune d'or, La 
structure d'un segment nonapeptidique, contenant Ja séquence LXCXE, 
de la protéine E7 du virus du papillome humain, telle qu'elle apparaît 
dans son complexe avec le domaine de la poche de la protéine pRb, a été 
superposée sous la forme d'un serpent vert. [Avec l'aimable autorisation 
de Steven Gamblin, Institut National de la Recherche Médicale, Londres, 
G.-B. PDBid 109K et IGUX.] 


La structure par rayons X du domaine en poche de pRb sans 
son espaceur, associé avec le peptide de 18 résidus de E2F se liant 
à pRb, a été déterminée de façon indépendante par Marmorstein et 
Gambin et par Yunje Cho. Elle montre que le peptide de 18 rési- 
dus de E2F se fixe duns une conformation en forme de boomerang 
à l'interface hautement conservée entre les boîtes A et B, qui 
contiennent toutes deux le repliement à cinq hélices trouvé dans 
les cyclines (Fig, 34-106). Mais la structure par rayons X du 
domaine en poche de Rb associé à un peptide de 9 résidus de la 
protéine E7 de virus du papillome humain contenant le motif 
LXCXE, qui a été déterminée par Pavletich, montre que le peptide 
LXCXE de E7 se fixe sous forme étendue dans un sillon étroit sur 
la boîte B à une distance d'environ 30 À du site de fixation de E2F 
(Fig. 34-106), Ce dernier site de fixation, qui est formé par des 
résidus très conservés, ressemble étroitement au site primaire de 
fixation de Cdk2 sur la cycline A (Fig. 34-101b) et au site de fixa- 
tion de TBP sur TFIIB dont l'identité avec le présent site est de 
20% (Fig 34-49). La partie correspondante de la boîte A contribue 
à former l'interface A-B. 


k. La protéine pRB réprime aussi la transcription en 

recrutant les homologues HDAC et SWI/SNF 

Des expériences de fixation montrent que pRb est associée avec 
les histones désacétylases HDACI et HDAC2, qui contiennent 
toutes deux un motif de séquence LXCXE (en fait IXCXE). Par 
conséquent, la présence de la protéine E7 du virus du papillome 
humain tout comme les mutations qui cassent le domaine en poche 
de pRb abolissent la fixation de ces HDAC à pRb. Ces observa- 
tions font penser que pRb sert aussi à recruter HDACI et HDAC2 
sur E2F fixé à l'ADN, facilitant ainsi la désacétylation des histones 
et donc l'inactivation transcriptionnelle de la chromatine contenant 
les gènes cibles de E2F. Cela explique pourquoi on a observé que 


pRb réprime la transcription des promoteurs auquel on la fixe arti- 
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de E2F. HDAC3 s'associe aussi à pRb, bien qu'il n'ait pas de motif 
LXCXE. 

Les homologues humains de SWI/SNF, BRM et BRG1, qui ont 
tous deux un motif LXCXE, se fixent également à pRb, BRM et 
BRG1, rappelons le (Section 34-3B), sont des ATPases dépen- 
dantes de l'ADN qui font partie des complexes de remodelage de 
l'ADN. Ainsi, le fait que pRb puisse se lier simultanément à BRG1 
et à une HDAC (alors qu'ils ont tous deux un motif LXCXE) fait 
penser que pRb recrute les complexes de remodelage de la chro- 
matine pour faciliter l'action des HDAC au niveau des promoteurs 
sous le contrôle de E2F. 


E. L'apoptose : mort cellulaire programmée 


L'adage qui dit que la mort fait partie de la vie est encore davantage 
vrai au niveau cellulaire qu'à celui de l'organisme. La mort cellu- 
laire programmée ou apoptose ( du grec : chute, comme dans le 
cas des feuilles d’un arbre), qui a été tout d'abord décrite par John 
Kerr à la fin des années 1960, fait partie du développement normal, 
mais ausi de l'entretien et de la défense de l'organisme animal 
adulte. Ainsi, dans le ver nématode, Caenorhabditis elegans, un 
organisme transparent dont le devenir des différentes cellules a été 
élucidé par des études microscopiques, il y a exactement 131 de ses 
1090 cellules somatiques qui subissent l’apoptose au cours de la 
formation de l'organisme adulte. Chez de nombreux vertébrés, les 
doigts des mains et des pieds en formation sont au dépant reliés par 
du tissu qui est éliminé par mort cellulaire programmée (Fig. 34- 
107), tout comme le sont les queues des tétards et les tissus lar- 
vaires des insectes durant leur métamorphose en adultes (Fig. 34- 
81 et 34-86), L'apoptose est particulièrement intense au cours de la 
formation du système nerveux des mammifères, dans lequel envi- 
ron trois fois trop de neurones sont produits, Pourtant, seuls les 
neurones faisant des connections synaptiques adéquates seront 
conservés, les autres sont éliminés par apoptose (Fig. 34-108). 
Dans l'organisme humain adulte, qui est composé de près de 
10! cellules, on estime que 10!! cellules sont éliminées chaque 
jour par mort cellulaire programmée (c'est à peu près le nombre 
de nouvelles cellules produites par mitose), En fait, la masse totale 
de cellules que nous perdons chaque année de cette façon est voi- 
sine de celle de notre corps. Une manifestation particulièrement 
visible de ce phénomène est l'élimination mensuelle des cellules 
utérines lors de la menstruation (Section 19-11), De même, les cel- 
lules du système immunitaire appelées lymphocytes T (cellules T) 
subissent l’apoptose dans le thymus lorsque les récepteurs de cel- 
lules T qu'elles produisent reconnaissent des antigènes normale- 
ment présents dans le corps, ou dans le cas où ces récepteurs sont 
mal formés (Sections 35-2A et 35-2D), environ 95% des 
cellules T immatures sont éliminées de cette façon. Les maladies 
autoimmunes comme l'arthrite rhumatoïde et le diabète insulino- 
dépendant (Section 27-3B) apparaissent lorsque ce processus se 
dérègle. L'apoptose est aussi un rouage essentiel des systèmes de 
défense de l'organisme. Le système immunitaire élimine les cel- 
lules infectées par les virus, en partie en induisant leur apoptose, 
ce qui empêche la réplication virale. Les cellules qui présentent de 
l'ADN endommagé de façon irréparable et risquent donc une 
transformation maligne subissent l'apoptose, l'organisme se trouve 
ainsi protégé contre le cancer. L'une des caractéristiques qui défr- 
nit les cellules malignes est effectivement leur capacité à éviter 
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FIGURE 34-109 Voie de déclenchement de l’apoptose chez 
C. elegans. Les flèches indiquent une activation alors que les lignes ter- 
minées en T indiquent une inhibition. 


ainsi que par les phagocytes circulant sans que le contenu des cel- 
lules ne se répande et donc, sans induire de réponse inflammatoire. 


a. L'apoptose est induite par des cascades de signalisation 
La première voie d'apoptose à avoir été élucidée chez C. ele- 
gans, par les études génétiques de John Sulston et Robert Hotrvitz, 
met en jeu les produits de trois gènes appelés ced (pour « cell death 
abnormal », anomalie de la mort cellulaire ; Fig. 34-109). La pro- 
téase CED-4 active la protéase CED-3, qui est à l'origine de la 
destruction de la cellule, CED:-9 sert à inactiver CED-4, Des muta- 
tions qui inactivent CED-9, entraînent dans de nombreuses cellules 
qui devraient normalement survivre dans l'organisme adulte, l'ac- 
tivation inappropriée de leurs protéases CED-3 et CED-4 qui 
entraîne leur mort, il y a alors mort de l'embryon. Inversement, 
lorsque CED-9 est exprimée à un taux anormalement élevé, ou que 
CED-3 ou CED-4 est inactivé, des cellules normalement destinées 
à mourir vont survivre (cela a curieusement peu d'effet apparent 
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sur la santé de l'organisme adulte). Des études ultérieures ont 
montré qu'une quatrième protéine, EGL-1, sert à inhiber CED:-9, 
sa surexpression induit donc l’apoptose. 

Les voies de l'apoptose des mammifères sont beaucoup plus 
complexes que chez C. elegans. Néanmoins, les protéines CED et 
EGL ont toutes des équivalents dans les voies apoptotiques des 
mammifères : 

1. CED-3 est le prototype d'une famille de protéases appelées 
caspases (pour « cysteinyl aspartate-specific protcases », protéases 
spécifiques d’une liaison cystéinyl aspartate) car ce sont des pro- 
téases à cystéines [dont le mécanisme ressemble à celui des pro- 
téases à sérine (Section 15-3C) mais où un résidu Cys remplace le 
résidu Ser actif], qui coupent après un résidu Asp. Leurs sites de 
coupure sont principalement déterminés par ce résidu Asp et les 
trois résidus qui le précèdent. 

2. CED- est une protéine architecturale jouant un rôle essen- 
tiel dans l'activation des caspases. Sa contrepartie chez les mam- 
mifères est appelée Apaf-1 (pour apoptotic protease-activating fac- 
tor-/). 

3. CED-9 est un membre de la famille Bcl-2 (son nom vient 
du membre fondateur, Bcl-2 a d'abord été caractérisé comme un 
gène impliqué dans le lymphome des cellules B, «B cell /ym- 
phoma »). Certains des membres de cette grande famille, dont 
CED-9 fait partie, protègent la cellule de la mort et sont de ce fait 
dits anti-apoptotiques. D'autres sont promoteurs de la mort cel- 
lulaire et sont donc dits pro-apoptotiques. 

4. EGL-1 est un memebre pro-apoptotique de la famille Bcl-2. 


b. Les différentes caspases ont des structures très 

semblables 

Les caspases sont des hétérotétramères «282 constitués de 
deux grandes sous-unités @ (-300 résidus) et de deux petites sous- 
unités B (-100 résidus). Elles sont exprimées sous formes de 
zymogènes (procaspases) qui ont trois domaines (Fig. 34-110): 
un domaine N-terminal, qui est coupé par protéolyse lors de l’ac- 
tivation, suivi de séquences contenant les sous-unités actives & et 
B de l’enzyme active ; elles sont séparées par clivage protéolytique 
lors de l'activation. Les sites de clivage pour l'activation sont tous 
situés après des résidus Asp et sont en fait des cibles de caspases 
(la seule autre protéase eucaryotique connue pour couper après un 
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FIGURE 34-110 La structure des domaines des caspases et leur 
activation. Les zymogènes des caspases initiatrices ont de longs pro- 
domaines N-terminaux, qui contiennent dans plusieurs cas, deux 
domaines effecteurs de mort (DED), tandis que les zymogènes des cas- 
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pases effectrices n'ont que de courts prodomaines, Les procaspases 
sont activées par des clivages protéolytiques qui excisent leurs prodo- 
maines et séparent leurs sous-unités & et B pour aboutir aux caspases 
actives &.p.. 


sont des multiples de 200 pb. CAD est exprimée de façon ubiqui- 
taire dans tous les tissus, en complexe avec son inhibiteur ICAD 
(inhibitor of CAD), qui lors de l'induction de l'apoptose, est clivé 
par les caspases 3 et 7, ce qui libère CAD sous forme active. ICAD 
sert aussi de chaperonne dont la présence est nécessaire lorsque le 
ribosome synthétise CAD pour que CAD se replie dans sa confor- 
mation native, Cela permet que CAD sous sa forme native forme 
toujours un complexe avec ICAD pour éviter une coupure inap- 
propriée de l'ADN. Bien que le clivage de l'ADN chromosomique 
d’une cellule soit probablement de nature à entraîner sa mort, des 
cellules contenant une forme mutante de ICAD subissent l'apop- 
tose alors même que leur ADN chromosomique reste intact. Cela 
suggère que le rôle du clivage de l'ADN au cours de l'apoptose 
serait d'empêcher que les cellules qui phagocytent les corps apop- 
totiques, ne soient transformées par de l'ADN viral intact ou par 
de l'ADN chromosomique endommagé que ces corps apoptotiques 
ne manqueraient pas de contenir. 


d. Le complexe inducteur du signal de mort active 
l’apoptose 

L'apoptose d'une cellule donnée peut être induite soit par des 
signaux venus de l'extérieur, dans ce qu'on appelle la voie extrin- 
sèque (mort sur commande), soit par l'absence de signaux 
externes permettant d'inhiber l'apoptose par ce qu'on appelle la 
voie intrinsèque (mort par défaut). La voie extrinsèque est enclen- 
chée par l'association d'une cellule destinée à l’apoptose avec une 
cellule qui l'a choisi pour l'y obliger. Dans l'un des exemples de 
cette voie le mieux caractérisé peut-être (Fig. 34-112), une pro- 
téine de 281 résidus à un seul domaine transmembranaire, appelée 
ligand de Fas (FasL), qui dépasse de la membrane plasmique de 
la cellule inductrice, et qui constitue ce qu'on appelle un ligand de 
mort, se lie à une protéine de 335 résidus, à un seul domaine trans- 
membranaire appelé Fas (ou CD9 ou Apol), qui dépasse de la 
membrane plasmique de la cellule apoptotique et constitue ce 
qu'on appelle un récepteur de mort. FasL est une cytokine princi- 
palement exprimée par certaines cellules du système immunitaire, 
parmi lesquelles les cellules T activées (bien que l'association 
entre la cellule apoptotique et la cellule du système immunitaire 
soit surtout assurée par des complexes contenant un antigène ; Sec- 
tion 35-2E). FasL appartient à la famille du facteur nécrosant des 
tumeurs (TNF, tumor necrosis factor; dont le nom vient du 
membre fondateur, TNF&, caractérisé au départ comme cytokine 
tuant les cellules tumorales en induisant leur apoptose, et non pas 
leur nécrose). 

FasL est une protéine homotrimérique, dont les domaines C- 
terminaux extracellulaires s'associent avec les domaines N-termi- 
naux extracellulaires de trois molécules de Fas pour former un 
complexe à symétrie d'ordre 3, ce qui entraîne la trimérisation des 
domaines cytoplasmiques de Fas. C'est l'événement déclencheur 
de la voie extrinsèque ; on peut aussi l'induire par pontage des 
molécules de Fas à l’aide d'anticorps. Fas, qui est fortement expri- 
mée dans divers tissus, fait partie de la famille des récepteurs de 
TNF (TNFR, TNF receptor). Par conséquent, il est très probable 
que l’arrangement du complexe FasL-Fas ressemble à celui 
observé dans la structure par rayons X du trimère TNFB associé 
aux domaines extracellulaires de trois molécules de récepteur 1 
du TNF (TNFRI, TNF receptor 1), qui a été déterminée par 
David Banner (Fig. 34-113). Le domaine cytoplasmique C-termi- 
nal de Fas est essentiellement constitué du domaine de mort d'en- 
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FIGURE 34-112 La voie extrinsèque de l'apoptose. Les flèches larges 
indiquent une activation, La fixation d'un ligand de mort tétramérique 
(par ex. FasL), situé sur la cellule inductrice, au récepteur de mort (par 
ex. Fus) de la cellule apoptotique, provoque la trimérisation des domaines 
de mont cytoplasmiques (DD) du récepteur de mort, I y a alors recrute- 
ment d'adaptateurs (par ex. FADD), qui s'attachent, via leurs domaines 
DD, aux domaines DD du récepteur de mont. Les adaptateurs recrutent à 
leur tour des caspases initiatrices (par ex. la procaspase-8) via des inter- 
actions entre les domaines effecteurs de mort (DED) des adaptateurs, et 
ceux des procaspases initiatrices. Cela induit l'auto-activation des cas- 
pases initiatrices, qui vont former les caspuses initiatrices hétérotétramé- 
riques correspondantes (par ex. la caspase-S), Les caspases initiatrices 
activent alors, par protéolyse, les caspases effectrices (par ex. la procas- 
pase-3), pour produire les caspases effectrices hétérotétramériques (par 
ex. la caspase-3), qui catalyse les clivages protéolytiques aboutissant à 
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FIGURE 34-115 La voie intrinsèque de l'apoptose. Les flèches 
larges indiquent une activation alors que les lignes terminées en T 
indiquent une inhibition, Différents stimuli ou l'absence de stimulus 
provoquent la libération par la mitochondrie du cytochrome c à partir 
de son espace intermembranaire. Ce processus est induit par l'activa- 
tion des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, tels que Bid, 
une fois que celui-ci a subi une coupure protéolytique par la caspase-8 
pour produire tBid ou Bad déphosphorylée. Ce processus est inhibé 


2. Le groupe Il, dont les membres, par exemple, Bax et Bak, 
ressemblent aux protéines du groupe [ mais sont dépourvus de la 
région BH4, Tous les membres du groupe II sont pro-apoptotiques. 


Procaspase effectrice 
{Procaspase-3] Caspase effectrice 
{(Caspase-3] 
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par les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bcl-2 et 
Bci-x, Le cytochrome c libéré se fixe à Apaf-1, qui après avoir en 
outre fixé du dATP ou de l'ATP, forme l'apoptosome heptamérique en 
forme de roue de gouvernail. L'apoptosome fixe la procaspase-9, qu'il 
active pour qu'elle clive les procaspases effectrices (par ex. la procas- 
pase-3) afin de produire les caspases effectrices correspondantes (par 
ex. la caspase-3), Celles-ci catalyseront les clivages protéolytiques 
entraînant l'apoptose. 


3. Le groupe III, dont les membres, par exemple, Bad, Bid, 
Bik, Bim et BIk (et la protéine EGL-1 de C. elegans), possèdent 
tous une seule région BH, la région BH3 d'environ 15 résidus, et 
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FIGURE 34-116 Comparaison des séquences des membres de la 
famille des protéines Bcl-2. Les régions d'homologie BH1 à BH4 sont 


respectivement en bleu, en violet, en rouge et en vert, la région hydro- 
nhnbhe tranemembrenaire l'TAS\ het en ioune Î 2e nrotdines du orme ! 


sont anti-apoptotiques, tandis que les protéines du groupe 1 et du 
groupe III sont pro-apoptotiques. [D'après un dessin de Michael Hengart- 
ner, Nature 407, 770 (2000).] 


vue du dessus 


vue latérale 
+ 


(Section 20-4C) et par VDAC dans la membrane mitochondriale 
externe. On pense que l'ouverture de ces pores entraînerait un 
équilibre chimique entre le cytoplasme et la matrice, qui provo- 
querait le gonflement osmotique de la matrice à cause de sa forte 
concentration jusqu'à ce qu'il y ait rupture de la membrane externe 
(dont la surface est nettement moins grande que celle de la mem- 
brane mitochondriale interne à cause des replis de cette dernière ; 
Section 22-1A), cela entraîne la libération du cytochrome € dans 
le cytoplasme. Pour appuyer ce modèle, signalons que l'atractylo- 
side et l'acide bongkrégique (Section 20-4C), qui sont deux inhi- 
biteurs du translocateur ATP-ADP qui assurent respectivement 
l'ouverture et la fermeture de son pore, sont respectivement 
capable d'induire et d'inhiber l'apoptose. Cependant, la rupture de 
la membrane mitochondriale externe a rarement été observée dans 
des cellules subissant l'apoptose. 

La façon dont les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl- 
2 ont une action antagoniste des membres pro-apoptotiques de la 


FIGURE 34-118 Comparaison des structures de (a) Bcl-x, et (b) du 
domaine responsable de la formation du pore de la toxine diphté- 
rique. Dans ces deux protéines, les deux hélices centrales hydrophobes 
(en rouge) sont entourées par des hélices a amphipatiques. [Avec l'ai- 
mable autorisation de Stephen Fesik, Laboratoires Abbott, Abbott Park, 
Ulinois. Partie b d'après une structure par rayons X de David Eisenberg. 
EU À DM LE WE pe ITYTYT 1! 
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FIGURE 34-117 Images de l'apoptosome basées sur des données de 
Cryo-électromicroscopie à une résolution de 27 À. (a) L'apoptosome 
libre. Ceute vue du dessus montre la particule selon son axe de symétrie 
d'ordre 7. La vue latérale montre que cette particule en forme de roue de 
gouvernail est plate, La barre d'échelle représente 100 À. (b) I 'apopto- 
some complexé à un mutant non clivable de la procaspase-9 en vue supé- 
rieure oblique. Notez la structure en forme de dôme au-dessus du moyeu 
central, elle représente probablement la procaspase-9 fixée. [Avec l'ai- 
mable autorisation de Christopher Akey, Ecole de Médecine de l'Univer- 
sité de Boston. | 


famille est plus claire. Les membres de cette classe aux effets 
opposés forment facilement des homodimères, dans lesquels la 
région BH3 de la protéine pro-apoptotique, qui forme une hélice a 
amphipatique, se lie dans un sillon hydrophobe situé sur la pro- 
téine anti-apoptotique. On trouve ce type d'agencement dans la 
structure par RMN, déterminée par Fesik, de Bcl-x, associée avec 
un segment de 16 résidus de la région BH3 de la protéine pro- 
apoptotique de la famille Bcl-2, Bak (Fig. 34-119), Comme les 
régions BH3 des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques sont nécessaires 
et probablement suffisantes pour l'activité apoptotique, la séques- 
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ment non spécifique, souvent par l'intermédiaire d'une région dont la 
surface est chargée négativement. Les facteurs de transcription des 
cucaryotes ont une grande variété de motifs de liaison à l'ADN, 
comme certains types en doigts à zinc, le motif bZIP et le motif 
bHLH/Z. De nombreux facteurs de transcription, dont ceux possédant 
ces deux derniers motifs, se dimérisent en formant une fermeture à leu- 
cine. Le facteur nucléaire kB (NF-KkB) est activé dans le cytoplasme 
par la destruction de l'inhibiteur IxB qui lui est lié, suite à quoi NF- 
KB est transporté dans le noyau, où il se fixe à un segment d'ADN KB 
pour activer le gène associé. Le médiateur est un complexe d'environ 
20 sous-unités chez la levure, qui se fixe au domaine C-terminal de La 
sous-unité B’ de l'ARNP II (CTD), où il influence l'activité de 
l'ARNP Il en se fixant à des régulateurs transcriptionnels liés à 
l'ADN. Les métazoaires contiennent plusieurs complexes de type 
médiateur supposés servir de relais aux signaux des différents 
ensembles d'activateurs transcriptionnels. 


Les gènes destinés à être transcrits et ceux activement transcrits 
contiennent des sites hypersensibles aux nucléases que l'on trouve dans 
des régions de l'ADN libres de nucléosomes. L'hypersensibilité à la 
nucléase est conférée à l'ADN par La liaison de protéines spécifiques 
qui, pense-t-on, rendent les gènes accessibles à des protéines impli- 
quées dans l'initiation de la transcription. Il s'agit principalement des 
protéines non-histones capables de se fixer à l'ADN, du groupe des 
protéines à forte mobilité (HMG), qui sont des protéines architecturales 
servant à activer l'expression des gènes par décondensation de la chro- 
matine et recrutement de facteurs de transcription. L'ARN polymérase 
transcrit à travers les nucléosmes en faisant tourner autour d'elle les 
octamères d'histone qu'elle rencontre. Les régions LCR (de contrôle de 
locus), qui sont des sites hypersensibles à l'ADNase 1 servant à suppri- 
mer les effets de position, c'est à dire l'empiètement de l’hétérochro- 
matine, sont activés par des protéines qui ne sont exprimées que dans 
des lignées cellulaires particulières comme les cellules érythroïdes. Les 
isolateurs sont des segments d'ADN qui, par la fixation de protéines 
spécifiques, inhibent l'expansion de l'hétérochromatine dans les seg- 
ments voisins d'euchromatine, ils empêchent les éléments régulateurs 
situés à l'extérieur de La région contrôlée par l'isolateur d'influencer 
l'expression des gènes situés à l'intérieur de cette région. 

La machinerie transcriptionnelle a accès à l'ADN emballé dans la 
chromatine grâce à la modification post-traductionelle des queues N- 
terminales des histones du cœur des nucléosomes et au remodelage, 
par des mécanismes consommateurs d'ATP, de la chromatine. Les 
modifications concernant les queues N-terminales des histones com- 
portent l'acétylation/désacétylation des chaînes latérales de résidus 
Lys spécifiques, la méthylation des chaînes latérales de résidus Lys et 
Arg spécifiques, la phosphorylation/déphosphorylation des chaînes 
latérales de résidus Ser spécifiques et l'ubiquitination des chaînes laté- 
rales de résidus Lys spécifiques. Il semble qu'il y ait un code des his- 
tones dans lequel des modifications spécifiques, agissant de façon suc- 
cessive ou en combinaison, entraînent certaines fonctions assurées par 
la chromatine qui ont un effet biologique unique, telle que l'activation 
ou l'extinction de la transcription. De plus, certaines de ces modifica- 
tions d’histones pourraient servir de marqueurs épigénétiques, par les- 
quels les cellules confèrent leur identité à leur descendance, L'acéty- 
lation des histones est catalysée par des histone acétyltransférases 
CHAT) qui font partie d'activateurs transcriptionnels multimériques 
comme SAGA, PCAF et TFIID, tous contenant des TAF proches des 
histones. Presque tous les coactivateurs associés aux HAT contiennent 
des bromodomaines qui se fixent spécifiquement aux résidus lysines 
acétylés des histones et recrutent donc probablement des HAT sur les 
queues N-terminales acétylées des nucléosomes voisins, Les histones 
désacétylases (HDAC), dont beaucoup font également partie de com- 
plexes multimériques, servent de corépresseurs transcriptionnels. La 
méthylation des histones, qui est en n grande partie, sinon m totalement, 
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qui servent souvent de corépresseurs transcriptionnels. Les histones 
méthylées sont reconnues par des chromodomaines comme ceux de La 
protéine 1 de l’hétérochromatine (HP1). L'expansion de l'hétérochro- 
matine semble, au moins en partie, due au recrutement par HP1 de la 
protéine HMT Suv39, qui méthyle les nucléosomes voisins de sorte 
que davantage de protéine HP1 puisse s'y lier, etc. La monoubiquiti- 
nation des histones a un rôle essentiel de régulateur de la transcription. 
Les complexes de remodelage de la chromatine, comme les complexes 
SWI/SNF et RSC de levure, contiennent des ATPases proches des héli- 
cases, qui, semble-t-il, se « promènent » le long de l'ADN dans un 
nucléosome en diminuant sa torsion hélicoïdale. La distorsion de 
l'ADN résultante, est sensée diffuser en une vague autour du nucléo- 
some libérant de façon locale et transitoire l'ADN de l'octamère d'his- 
tones pour permettre au nucléosome de glisser le long de l'ADN et 
libérer l'accès des séquences cibles pour des activateurs transcription- 
nels, alors qu'elles sont auparavant séquestrées par le nucléosome. 
D'autre formes sélectives d'expression de gènes chez les eucaryotes 
impliquent l'utilisation de sites alternatifs d'initiation dans un gène 
donné, la sélection de sites alternatifs d'épissage, l’éventuelle régula- 
tion du passage de l'ARNm à travers la membrane nucléaire, le 
contrôle de la dégradation de l'ARNm, le contrôle des vitesses d'ini- 
tiation de la traduction, et la sélection de voies de maturation post-tra- 
ductionnelles alternatives. 

4 M Différenciation cellulaire et croissance L'embryogenèse 
se réalise en quatre étapes : La segmentation, la gastrulation, l'organo- 

genèse, puis la maturation et la croissance. L'une des caractéristiques 

D D Rd de 
cellules s'engagent progressivement et irréversiblement dans des 
lignées à développement spécifiques. Les signaux qui déclenchent les 
changements au cours du développement, et qui sont reconnus sur de 
grandes périodes de l'évolution, peuvent être transmis par des contacts 
cellulaires directs ou grâce à des gradients de substances, appelées mor- 
phogènes, produits par d'autres cellules embryonnaires. Les signaux du 


Chez Drosophila, le développement embryonnaire précoce est contrôlé 
par des gènes sous dépendance maternelle dont la répartition impose à 
l'embryon un système spatial coordonné, Ces gènes codent des facteurs 
de transcription qui régulent l'expression de gènes gap, qui, à leur tour, 
régulent l'expression de gènes pair-rule, qui à leur tour régulent l'ex- 
pression de gènes de polarité segmentaire. Les domaines plus précis du 
corps de l'embryon sont ainsi définis de façon à déterminer le nombre 
et la polarité des segments de la larve et de l'adulte, Les gènes sélec- 
teurs homéotiques, ou gènes ax, dont les mutations transforment une 
partie du corps en une autre, régulent ensuite la différenciation des seg- 
ments individuels. Ces gènes régulateurs qui se trouvent dans deux 
groupes de gènes sont, comme les gènes précédents, exprimés sélecti- 
vement dans les tissus embryonnaires dont ils contrôlent le développe- 
ment. Ils ont des séquences de bases étroitement reliées qui codent des 
segments polypeptidiques d'environ 60 résidus appelés homéodo- 
maines, qui se lient à des séquences d'ADN cible d'une manière simi- 
laire, mais distincte, à celle du module HTH qui leur est homologue. 
Chez les vertébrés, les gènes ax se répartissent en quatre groupes et 
contrôlent le développement de la même manière. 

Le cancer est le résultat d'altérations génétiques particulières des 
cellules. Différents types d'altérations génétiques confèrent un phéno- 
type malin, ils incluent : l'apparition de protéines modifiées comme les 
variants de Ras dépourvus d'activité GTPase; l'altération de 
séquences qui entraînent, par exemple, la surexpression d'un facteur 
de transcription clef; la perte de signaux de dégradation qui font 
qu'une protéine oncogène comme Jun, par exemple, sera dégradée de 
façon anormalement lente ; des réarrangements chromosomiques qu 
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contrôle de séquences activatrices de la transcription inappropriées ; 
l'amplification de gènes qui entraîne la surexpression d'un proto-onco- 
gène ; l'insertion d'un virus dans un chromosome de sorte qu'un proto- 
oncogène se trouve placé sous le contrôle de séquences régulatrices du 
virus ; l'activation ou l'inactivation inappropriée d'enzymes de modi- 
fication de la chromatine comme les HAT et les HDAC ; ou encore la 
perte ou l'activation de gènes suppresseurs de tumeur comme ceux qui 
codent p53 et pRb, Les mutations causant l’altération de ces gènes sont 
souvent dues à l'action de produits cancérigènes sur l'ADN cellulaire. 

La progression d'une cellule dans le cycle cellulaire est régulée 
principalement par la présence des mitogènes appropriés et une série 
de points de contrôle pour vérifier l'état de santé de la cellule et la 
façon dont elle progresse dans le cycle. Les points de contrôle arrêtent 
le cycle cellulaire jusqu'à ce que les conditions pour sa poursuite 
soient remplies, il faut, par exemple, que la réplication de l'ADN aient 
été complètement terminée et que celui-ci ne soit pas endommagé. Le 
cycle cellulaire se caractérise par l'accumulation de cyclines, qui dis- 
paraissent brusquement à la fin de la mitose, Ainsi, la phase M est 
induite lorsque la cycline B se combine avec Cdc2 pour former la 
kinase 1 dépendante des cyclines (Cdk1), auparavant, il y avait phos- 
phorylation de Cdc2 sur le résidu Thr 161 par une kinase activatrice 
de Cdk (CAK) et après cela Cdc2 est inactivée par phosphorylation de 
ses résidus Thr 14 et Tyr 15 par Weel et My11. À la frontière G2/M, 
les résidus Thr 14 et Tyr 15 sont rapidement déphosphorylés par 
Cde25C, ce qui produit une protéine Cdk1 active, qui va phosphoryler 
diverses protéines nucléaires. Les structures des Cdk ressemblent à 
celles d'autres protéines kinases, la fixation d'une cycline à une Cdk 
et sa phosphorylation sur le résidu Thr 160 réorganise la conformation 
de son site actif. Les membres de la famille Kip/Cip . comme p219%P!, 
inhibent la plupart des complexes Cdk/cycline, à l'exception du com- 
plexe Cdk4/6-cyclineD, tandis que les membres de la famille INK4, 
comme p16"K#, inhibent le complexe Cdk4/6-cycline D. L'arrêt du 
cycle cellulaire au point de contrôle de G2 est déclenché par des pro- 
téines senseurs qui se fixent sur l'ADN endommagé et sur l'ADN non 
répliqué. Cela active ATM et ATR qui vont phosphoryler respective- 
ment Chk2 et Chkl, qui vont alors phosphoryler Cdc25C, ce qui four- 
nit un site de fixation pour les protéines 14-3-3, de sorte que Cdc25C 
est séquestrée dans le cytoplasme, où il ne peut plus déphosphoryler 
Cde2 et donc plus l'activer. 

La protéine p53, un suppresseur de tumeur impliqué dans 50 % des 
cancers humains, est la cible où se fixe Mdm?, qui l'ubiquitine et la 
marque ainsi pour qu’elle soit détruite dans le protéasome. La cellule 
a donc normalement un faible niveau de p53, cependant, lorsque p53 
est phosphorylée par ATM ou Chk2, Mdm2 ne peut plus s'y fixer et 
elle transactive alors l'expression de p21%?, qui se fixe à plusieurs 
complexes Cdk-cycline et à PCNA. Cela inhibe aussi bien la transition 
G1/S que G2/Met la réplication de l'ADN. Lorsque la cellule est irré- 
médiablement endommagée, p53 l'induit à subir l’apoptose, de façon 
à empêcher la prolifération de cellules potentiellement cancéreuses. La 
structure par rayons X du cœur de liaison à l'ADN de p53 complexé 
à son ADN cible montre que beaucoup de ses résidus qui participent à 
la fixation de l'ADN sont fréquemment mutés dans les tumeurs. La 
protéine p53 est aussi activée par différentes voies comme les cascades 
de kinases, ou par l'activation de ATR par les agents endommageant 
l'ADN, ou encore par diverses modifications post-traductionnelles. 
Ainsi, p53 est le récepteur de nombreux signaux intracellulaires et 
active divers régulateurs en aval d'elle. 

Le suppresseur de tumeurs pRb est un régulateur de La transition 
G1/S du cycle cellulaire qui sert à inhiber E2F, un facteur de trans- 
cription pour de nombreuses protéines nécessaire à l'entrée en 
phase S. pRb est une phosphoprotéine phosphorylée sur de nombreux 
sites Ser/Thr par différents complexes Cdk/cycline. Elle doit être sous 
forme hypophosphorylée pour se fixer à E2F. Diverses protéines pos- 


ana 


Résumé du chapitre 1517 


férent de celui de E2F, sur le domaine en poche de pRb, qui est un site 
majeur des altérations génétiques des tumeurs. Des protéines virales 
ayant un motif LXCXE, parmi lesquelles la protéine ELA de l’adéno- 
virus et E7 de virus du papillome, provoque la libération deE2F fixé à 
PRb, cela fait entrer les cellules infectées en phase S et facilite la répli- 
cation de l’ADN viral. Les histone désacétylases HDACI et HDAC2 
contiennent toutes deux un motif LXCXE, cela suggère que pRb ser- 
virait à recruter ces protéines sur les promoteurs cibles de E2F, pour 
les désactiver. Les homologues de SWI/SNF, BRM et BRGI, qui ont 
tous deux des motifs LXCXE, peuvent se fixer à pRb en même temps 
que les HDAC, on peut donc penser que ces complexes de remodelage 
de la chromatine seraient recrutés sur les promoteurs répondant à E2F, 
où ils facilitent l’action des HDAC. 


L'apoptose (mort cellulaire programmée) se produit naturellement 
durant l'embryogenèse et dans beaucoup de processus à l'age adulte. 
En fait, il s'agit d’une option par défaut pour les cellules de métazoaire. 
Une apoptose insuffisante est la cause de maladies auto-immunes et du 
cancer, tandis qu'une apoptose inappropriée est responsable de plu- 
sieurs maladies neurodégénératives et de la plupart des dommages en 
cas d'attaques et d'infarctus du myocarde, Lors de l’apoptose, les cel- 
lules se démantèlent elles-mêmes selon un programme ordonné pour 
produire des corps apoptotiques entourés d'une membrane, qui sont 
phagocytés par les cellules environnantes sans induire de réponse 
inflammatoire. Dans l’apoptose, les exécuteurs sont des protéases à 
cystéines appelées caspases qui coupe des polypeptides spécifiquement 
après des résidus Asp. Les caspases sont synthétisées sous forme de 
zymogènes appelés procaspases qui sont activées par protéolyse via les 
voies apoptotiques, qui se terminent par l'activation de caspases initia- 
trices qui activent des caspases effectrices, qui vont alors cliver toutes 
sortes de protéines cellulaires. Parmi celles-ci on trouve ICAD, qui est 
un inhibiteur de l'ADNase activée par les caspases (CAD), qui en l'ab- 
sence de ICAD sert à fragmenter l'ADN cellulaire. 


Dans la voie extrinsèque de l'apoptose (mont sur commande), une 
cytokine transmembranaire trimérique de la famille du facteur nécro- 
sant de tumeurs (TNF), comme le ligand de Fas (FasL), que l’on 
trouve sur une cellule inductrice, se fixe à ce qu'on appelle un récep- 
teur de mort transmembranaire de la famille TNFR, comme Fas par 
exemple, qui se trouve sur la cellule apoptotique, La fixation du ligand 
trimérique à un récepteur de mont provoque la trimérisation des 
domaines cytoplasmiques de mort (DD), trimère auquel se fixent trois 
molécules de la protéine adaptateur FADD via leurs domaines 
DD. FADD va alors recruter les procaspases 8 et 10 via des interac- 
tions entre les domaines effecteurs de mort (DED) des deux protéines, 
ce qui forme le complexe DISC produisant le signal inducteur de mort. 
Cela entraîne l'autoactivation protéolytique des procaspases 8 et 10 
fixées, celles-ci activant alors la procaspase-3, une caspase effectrice. 
Dans la voie intrinsèque (mort par défaut), les membres pro-apopto- 
tiques de la famille Bcl-2 sont activés par différentes voies, parmi les- 
quelles : la suppression de cytokines ou du contact avec d’autres cel- 
lules, il y a alors induction de la libération du cytochrome c de la 
mitochondrie. Le cytochrome c se fixe sur la protéine architecturale 
Apaf-1 pour former un complexe heptamérique en forme de roue de 
gouvernail appelé apoptosome. L'apoptosome fixe plusieurs molécules 
de procaspase-9 par interactions entre les domaines CARD des deux 
protéines, qui activent la procaspase-9 afin qu'elle active la procas- 
pase-3. Les membres pro-apoptotique de la famille Bcl-2 sont gardés 
sous contrôle par hétérodimérisation avec les membres anti-apopto- 
tiques de la famille Bcl-2. De plus, les membres de la famille IAP inhi- 
bent l’apoptose en se fixant directement aux caspases de façon à blo- 
quer leurs sites actifs. Dans certains cas, clles les ubiquitinent 
également et les marquent ainsi pour qu'elles soient détruites dans le 
protéasome. La protéine Smac/DIABLO est libérée de la mitochondrie 
en même temps que le cytochrome c et inverse cette inhibition en se 
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elles peuvent mal distinguer les deux couleurs alors qu'en éclairant 
d'autres secteurs elles y arrivent parfaitement, Expliquez ce phénomène. 
9. La figure 34-53a montre une bande unique juste au-dessus de la 
région entre crochets, qui augmente en densité lorsque la concentration en 
Spl augmente. Quelle est l'origine de cette bande ? 
10, Pourquoi les rares cas de chats mâles bigarrés écaille de tortue ont- 
ils tous le génotype anormal XXY ? 
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11. Chez Drosophila, un homozygote esc” se développe normale- 
ment à moins que sa mère ne soit aussi homozygote es”. Expliquez 
pourquoi. 

12. La fusion de cellules cancéreuses avec des cellules normales sup- 
prime souvent l'expression du phénotype tumorigène. Expliquez pour- 
quoi. 


à —————— 
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